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Hamolyse durch Kationenseifen 


Von 
F. L. Breusch und S. Hersek 


Aus dem II. Chemischen Institut der Universitét Istanbul 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1952) 

Kine friihere Arbeit! beschaftigt sich mit dem EinfluB der Fett- 
siurekonstitution auf die himolytische Kapazitat der entsprechenden 
Anionenseifen. In den homologen Reihen jeder Art von hydroxyl- 
haltigen, carbonylhaltigen oder alkylverzweigten Fettsauren steigt die 
hamolytische Kapazitaét mit steigender C-Linge der Paraffinkette bis 
zu einem Maximum bei C,.—C,,. Bei weiterer Kettenverlangerung 
nimmt die Léslichkeit und damit die himolytische Kapazitat wieder ab. 
Im Diagramm C-Kettenlinge gegen haimolytische Grenzkonzentration 
verlauft die Kurve fiir alle homologen Reihen glockenformig. Die 
chemische Konstitution der Fettsaéuren driickt sich in den Kurven der 
einzelnen homologen Reihen nur darin aus, da8 das Maximum zwischen 
Cy. und Cy, variiert und die minimale Grenzkonzentration einzelner 
homologer Reihen zwischen 1/1999 und 1/;59999- Wesentlich fiir den 
hamolytischen Effekt jeder Art von Seife ist die Linge der Paraffin- 
kette. Die chemische Gruppierung am Anfang der Kette hat haupt- 
sichlich variierenden EinfluB, wie es schon fiir die antibakteriellen 
Eigenschaften in homologen Anionenseifen-Reihen? und Kationenseifen- 
Reihen® bekannt ist. Die Oberflichenspannung hat mit der Haimolyse- 
kapazitét nichts zu tun‘. 


In dieser Arbeit wird gezeigt, daB auch homologe Reihen von 
Kationenseifen (Invertseifen) den gleichen Verlauf ihrer Hiaimolyse- 
kapazitét zeigen. 


Untersucht wurde die in der friiheren Arbeit! definierte haimo- 
lytische Grenzkonzentration folgender beiden homologen Reihen: 


1 ¥. L. Breusch u. H. Bodur, diese Z. 286, 148 [1950]. 

2 F. W. Putnam, Advances Protein Chem. 4, 79 [1948]; W.M. Stanley, 
G.H. Coleman, C.M.Greer, J.Sacks u. R. Adams, J. Pharmacol. exp. 
— 45, 121 [1932]; G. Weitzel u. E. Schraufstatter, diese Z. 285, 172 

50]. 

3 G. Domagk, Dtsch. Med. Wschr. 61, 829 [1935]; Shelton, van Campen, 
Tilford, Lang, Nisonger, Bandelin u. Rubenkoenig, J. Amer. chem. Soc. 
68, 753 [1946]; C. A. Lawrence, Surface Active Quaternary Ammonium Germi- 
cides, Academic Press, Publ., New York 1950. 

4 F. L. Breusch u. E. Ulusoy, diese Z. 286, 159 [1950]. 
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1. Die Hydrochloride der tertiiren N-Alkyl-piperidine von Alkyl = C, bis Cy, 
CH,—CH,Cl- 
ill 
H.C NH—[CH,],—CH, 
‘H,—CH, 
2. Die quartéren N-Alkyl-pyridinium-bromide von Alkyl = Cy, bis Cy, 
CH—CHBr™ 
es 
HC N—(CH,}.—CHi, II 
* rd 
\cH=CH 
Beide Substanzreihen wurden aus reinem Pyridin oder Piperidin 
und reinen Alkylbromiden dargestellt. 
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— Linge der Alkylkette 


Hamolytische Grenzkonzentration 
o = quaternare N-Alkyl-pyridiniumbromide; A = tertiire N-Alkyl-piperidin-hydro- 
chloride; x = normale Anionenseifen. 
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Tabelle der hamolytischen Grenzkonzentration 





° Hamolyt. Grenz.-Konz. | Hamolyt. Grenz.-Konz. 
oo der N-Alkyl-piperidin- | der N-Alkyl-pyridinium- 
hydrochloride bromide 





1/500 
1/1110 
1/3330 
1/12300 
1/39900 
1/83250 


1/166500 
1/142500 
1/108200 








Beschreibung der Versuche 


Hamolyseversuche: Die Bestimmung der minimalen Konzentration, bei 
der eben noch Himolyse erfolgt, der haimolytischen Grenzkonzentration, wurde 
nach der friiher von Breusch und Bodur!? festgelegten Methode an Taubenblut- 
kérperchen ausgefiihrt. Von den neutral reagierenden Halogeniden der Kationen- 
seifen wurden jeweils 1-proz. Lésungen in 0,9-proz. NaCl-Lésung hergestellt. 
Daraus wurden in einer Serie von 8 Reagensglasern Verdiinnungsreihen mit groBen 
Intervallen zur ungefahren Feststellung der Grenzkonzentration untersucht. Um 
die ungefahre Grenzkonzentration wurden dann in neuen Versuchsreihen mit engen 
Konzentrationsintervallen die genaueren, auf 5% reproduzierbaren hamolytischen 
Grenzkonzentrationen festgestellt. Zur Kontrolle und als Standardversuch wurde 
jedesmal ein Haimolyseversuch mit Natriumlaurinat mitlaufen gelassen, dessen 
hamolytische Grenzkonzentration bei 1/8500 liegt. 

Darstellung der krist. quartéiren N-Alkyl-pyridiniumbromide: 
Die Bromide (Formel II) wurden durch 30-stdg. Erwarmen aquimolekularer Mengen 
reiner Alkylbromide mit reinem, iiber BaO getrocknetem Pyridin bei 100° im 
kochenden Wasserbad dargestellt und bei den mittleren Gliedern aus Athylacetat- 
Athanol, bei den héheren aus Aceton mehrfach umkristallisiert. 

Von Knight und Shaw, Shelton? und Mitarbb. sowie Koloff und 
Mitarbb.® wurden eine Reihe von N-Alkyl-pyridiniumchloriden und wenige Bromide 
dargestellt, so daB wir in dieser Reihe auf eine nochmalige Analyse der kristalli- 
sierten Verbindungen verzichtet haben. Wir fanden folgende Schmelzpunkte: 


Schmp. 


N-Decyl-pyridiniumbromid . 36,5—37,8° 
N-Undecyl-pyridiniumbromid 41,4—42,4° 
N-Dodecyl-pyridiniumbromid 47—47,4° 
N-Tridecyl-pyridiniumbromid . . . . . 49—850° 
N-Tetradecyl-pyridiniumbromid . . . . 58,5—59,5° 
N-Hexadecyl-pyridiniumbromid . . . . 60,5—61,5° 
N-Heptadecyl-pyridiniumbromid ... 65° 
N-Octadecyl-pyridiniumbromid . . . . 67,8—69,8° 


5 G.A. Knight u. B.D. Shaw, J. chem. Soc. [London] 141, 682 [1938]. 
° H. G. Koloff, A. P. Wyss, R.E.Himelick u. F. Mantele, J. Amer. 


Pharmac. Assoc. Sci. Ed. 81, 51 [1942]; Chem. Abstr. 36, 2374 [1942]. 
1* 
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Die Bromide sind in Wasser leicht léslich und reagieren neutral. Wahrend 
unser Schmelzpunkt des einen bekannten, des N-Hexadecyl-pyridiniumbromids 
von 60,5—61,5° (korr.) gut mit dem von Shelton und Mitarbb.® angegebenen von 
56—59° (unkorr.) iibereinstimmt, ist das nicht der Fall beim anderen bekannten 
Bromid, dem N-Dodecyl-pyridiniumbromid (47—47,4°), wofiir Knight und Shaw 
89—90° finden. Der Grund der Differenz ist unbekannt. Wir haben die Substanz 
mehrfach dargestellt und immer den gleichen Schmelzpunkt erhalten. 

Den von Knight® angegebenen Doppelschmelzpunkt der N-Alkyl-pyridi- 
niumhalogenide kénnen wir bestatigen. Die Bromide sintern beim Schmelzpunkt 
zu einer geleeartigen, durchsichtigen Struktur, flieBen aber erst bei einer hoheren 
Temperatur zu fliissigen Tropfen zusammen. Unsere Angaben beziehen sich auf den 
unteren Schmelzpunkt. Wahrend aber Knight Differenzen von 35 bis 125° 
zwischen den beiden Schmelzpunkten angibt, fanden wir z. B. beim N-Decyl- 
pyridiniumbromid die beiden Schmpp. 37,8° und 53°, also nur 16° Differenz. 

Darstellung der N-Alkyl- CE und ihrer Hydrochlo- 
ride, N-Butyl-piperidin (Formel I, x = 3): 5g reines, frisch destilliertes 
Piperidin, 8 gn-Butylbromid in 10 ml Athanol wurden 3 Stdn. unter RiickfluB 
gekocht. Nach Abdampfen des Athanols im Vakuum und ‘Behandeln mit festem 
KOH wurde die mit wenig Ather aufgenommene Rohbase destilliert. Bei 173 bis 
175° gingen 1,2g einer farblosen Fliissigkeit iiber. Galinovski und Stern? 
finden 160—170°, Adams und Lipscomb® 175°. 

Das Hydrochlorid, dargestellt durch Eindampfen der freien Base mit 

15-proz. HCl auf dem Wasserbad, schmilzt nach mehrmaligem Umkristallisieren 
aus Aceton bei 192—228°. Farblose, in Wasser leicht lésliche Kristalle. 

C,H,)NCl. Ber. N 7,88, Cl 19,9%. Gef. N 7,59, Cl 19,63. 

N-Heptyl-piperidin (Formel I, x = 6): dargestellt wie oben. Das freie 
N-Heptyl-piperidin ist eine farblose Fliissigkeit vom Sdp.4,; 85—92°. Ausb. 38%. 

Hydrochlorid: dargestellt wie oben. Farblose, in Wasser leicht lésliche 
Kristalle. Schmp. nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Aceton bei —17°: 
181—188°. 

C,,H.,NCl. Ber. N 6,39, C116,19. Gef. N 6,44, Cl 15,82. 

N -Octyl-piperidin (Formel I, x = 7): dargestellt wie oben. Sdp. der farb- 
losen, fliissigen Base 116—117°/8 mm. Stross und Evans?° finden 112°/6 mm; 
Godson und Mitarbb."! 136—138°/16 mm. Ausb. 57%. 

Hydrochlorid: Dargestellt wie oben. Farblose, wasserldsliche Kristalle. 
Schmp. nach mehrmaligem Umbkristallisieren aus Aceton 180—184°, 

C,3H.gNCl. Ber. C 66,70, H 12,07, N 5,99, Cl 15,16.§ 

Gef. C 66,73, H 11,77, N 5,51, Cl 15,29. 

N-Nonyl-piperidin (Formel I, x =8,): Aus n-Nonylbromid und 
Piperidin. Siedepunkt der freien fliissigen Base 135°/4 mm. Ausb. 67%. 

Hydrochlorid: Dargestellt wie oben. Farblose Kristalle aus Aceton vom 
Schmp. 179—184°. 

CygHgoNCl. Ber. N 5,65, C114,31. Gef. N 5,16, Cl 14,53. 

N -Decyl1-piperidin (Formel I, x = 9): Aus n-Decylbromid und gig 
din. Sdp. der farblosen, in Wasser enldelichen Base 142—143°/4 mm. Ausb. 849% 

7 F. Galinovski u. E. Stern, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 1034 [1943]. 

8 R. Adams u. R. D. Lipscomb, J. Amer. chem. Soc. 71, 519 [1949]. 

® Es wurden durchwegs bestimmt: C und H nach Pregl, N nach Dumes, 


Cl nach Volhard. 

10 F,H. Stross u. R. J. Evans, J. Amer. chem. Soc. 64, 2511 [1942]. 

11 Godson, Goodwin, Gorvin, Goss, Kirby, Lock, Neal, Sharp 
u. Solomon, Brit. J. Pharmac. 3, 49 [1948]; Chem. Abstr. 43, 3380 [1949]. 
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Hydrochlorid: Durch Umkristallisieren aus Aceton bei —17° farblose 
Kristalle vom Schmp. 181—187°. 

Cys;HgoNCl. Ber. N 5,35, C1 13,54. Gef. N 5,53, Cl 13,75. 

N-Undecyl-piperidin (Formel I, x = 10): Aus Piperidin und reinem 
n-Undecylbromid. Sdp. der farblosen freien Base 149—150°/8 mm. Ausb. 59%. 

Hydrochlorid: Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Aceton farblose 
Kristalle vom Schmp. 185—187°. 

CygH,,NCl. Ber. C 69,62, H 12,43, N 5,08, Cl 12,86. 

Gef. C 69,60, H 12,26, N 5,72, Cl 12,79. 

N-Dodecyl-piperidin (Formel I, x = 11): Aus Piperidin und Dodecyl- 
bromid. Sdp. der farblosen, fliissigen Base 173°/7 mm; nach Adams und Lips- 
comb® 1619/5 mm; nach Stross und Evans?® 1419/1 mm. Ausb. 49%. 

Hydrochlorid: Farblose Kristalie aus Aceton vom Schmp. 183—186°. 
Leicht wasserléslich. 

Cy;HsgNCl. Ber. N 4,83, C1 11,16. Gef. N 4,66, Cl 11,31. 

N-Tridecyl-piperidin (Formel I, x = 12): Aus Piperidin und reinem 
n-Tridecylbromid. Das nétige Tridecylbromid war aus reinem, trockenem, 
myristinsaurem Silber nach Littringhaus und Schade hergestellt worden. 
Sdp. des fliissigen freien N-Tridecyl-piperidins 171—172°/4 mm. Ausb. 32%. 

Chlorhydrat des N-Tridecyl-piperidins. 

Hydrochlorid: Aus Aceton farblose, leicht wasserlésliche Kristalle vom 
Schmp. 182—188°. 

C,,H,,NCI. Ber. N 4,61, C1 11,67. Gef. N 4,78, Cl 11,57. 

N -Tetradecyl-piperidin (Formel I, x = 13): Aus Piperidin und Tetra- 
decylbromid. Sdp. der fliissigen, farblosen Base 1839/6 mm. Ausb. 36%. 

Hydrochlorid: Aus Aceton farblose Kristalle vom Schmp. 185—189°. In 
Wasser leicht ldslich. 

CygHy)NCl. Ber. N 4,40, C1 11,15. Gef. N 4,44, Cl 11,34. 

N-Pentadecyl-piperidin (Formel I, x= 14): Aus Piperidin und 
reinem Pentadecylbromid. Das Pentadecyl-bromid war wie das Tridecyl- 
bromid aus reinem palmitinsaurem Silber mit Brom in trockenem CCl, gewonnen 
worden. Sdp. des fliissigen V-Pentadecyl-piperidins 1949/6 mm. Ausb. 40%. 

Hydrochlorid: Aus Aceton farblose Kristalle vom Schmp. 178—186°. In 
Wasser léslich. 

CopHygNCl. Ber. N 4,22, C1 10,68. Gef. N 4,54, Cl 10,83.' 

N-Hexadecyl-piperidin (Formel 1, x = 15): Die farblose, fliissige Base 
siedet bei 206—208°/6 mm und erstarrt im Eisschrank zu farblosen Kristallen 
vom Schmp. 21°. Adams und Lipscomb® sowie Stross und Evans? geben 
1769/1 mm an. Ausbeute 68%. 
Hydrochlorid: Farblose Kristalle, nach Umkristallisation aus Aceton 
Schmp. 177—187°. Lést sich in kaltem Wasser nur noch wenig. Das Nitrat ist in 
Wasser schwer léslich. 

C.,;H,,NCl. Ber. N 4,04, C1 10,25. Gef. N 4,14, Cl 9,76. 

N-Heptadecyl-piperidin (Formel I, x = 16): Dargestellt wie oben. 
Sdp. der farblosen Base 2239/8 mm. Erstarrt bei Zimmertemperatur zu farblosen 
Kristallen vom Schmp. 26°. Aus Aceton umkristallisierbar. Ausb. 62%. 

Chlorhydrat des N-Heptadecyl-piperidins. 

Hydrochlorid: Aus Aceton farblose Kristalle vom Schmp. 180—186°. In 
kaltem Wasser wenig ldslich, leicht in heiBem. 

C.,HygNCl. Ber. N 3,89, C19,84. Gef. N 4,06, Cl 9,04. 


2 A, Liittringhaus u. D. Schade, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1565 [1941]. 
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Zusammenfassung 


Die hamolytische Grenzkonzentration der homologen Reihen von 
Kationenseifen (Invertseifen), der quartiren N-Alkylpyridinium-bromide 
vom Alkyl C, bis C,;, und der Hydrochloride der tertiaren N-Alkyl- 
piperidine (Alkyl C, bis C,7) zeigt denselben glockenformigen Verlauf 
in Abhingigkeit von der Alkylkettenliinge, wie die homologe Reihe 
der Anionenseifen. Die Maxima liegen bei C,, und Cg. Die quartare 
Invertseife ist etwa doppelt so wirksam wie die tertiiire. 

Die himolytische Kapazitét von Seifen haingt danach wesentlich 
von der Alkylkettenlange und nur wenig von der positiven oder nega- 
tiven Ionenladung oder der Konstitution der Seife ab. 

Die Hamolysekurven homologer Reihen sowohl der Kationen- 
wie der Anionenseifen verlaufen fhnlich wie die Kurven der anti- 
bakteriellen Wirksamkeit. 


Uber Gewebshyaluronidasen * 
Von 
Heinz Gibian 
Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.-G., Berlin West 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mai 1952) 


Es liegt nahe anzunehmen, daB im Gewebe selbst vorkommende 
Hyaluronidasen den Zustand der fiir die Bindegewebsgrundsubstanz so 
wichtigen Hyaluronsiure wesentlich beeinflussen’?. Hyaluronidasen 
sind tatsichlich in zahlreichen Geweben unter physiologischen und 
pathologischen Bedingungen gefunden worden. Nicht stets diirfte eine 
bakterielle Herkunft ausgeschlossen worden sein; andererseits war nicht 
unbedingt jede Nachweismethode signifikant fiir das Vorliegen echter 
Hyaluronidasen’»?, Eine umfassendere Untersuchung beschrankte sich 
auf im wesentlichen qualitative Ergebnisse*. Systematische quantitative 
Angaben iiber das angeschnittene Thema liegen noch nicht vor. 

Mittels des kiirzlich beschriebenen*, recht empfindlichen ,,Langzeit- 
Viskositiitstestes‘ wurde nun ein Uberblick iiber die vorkommenden 
Hyaluronidaseaktivitiiten gewonnen. Ferner wurden vergleichsweise 
einige Acetylglucosaminbestimmungen gemacht. 


* Auszugsweise vorgetragen auf dem KongreB der Gesellschaft fiir physio- 
logische Chemie im August 1951 in Mainz. 

1H. Gibian, Angew. Chem. 68, 105—117 [1951]. 

2-H. Gibian, Erg. Enzymforschg., im Druck. 

3 L. Bergamini, Boll. Ist. sieroterap. milanese 22, 55—72 [1943]. 

4H. Gibian, diese Z. 289, 1—5 [1951]. 
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Zur Methodik 

1. Substrat: Nabelschnurhyaluronat, 0,15—0,3% in m/5-Na-Acetat, py 
4,5, +m-NaCl; nrei =~ 2. 

2. Vergleichsstandard: Stier-Testeshyaluronidase (Kinetin ,,Schering*‘) 
in dest. Wasser geeignet verdiinnt. 

3. Gewebsextrakte: Mit physiologischer NaCl-Lésung von Blut befreite 
Gewebe, mechanisch zerkleinert, mit dem 3—5-fachen Gewicht n/10-Essigsiure 
20 Stdn. bei 0° extrahiert, zentrifugiert, mit aq. dest. geeignet verdiinnt. 

4. Ansatz: 0,5 cor Lésung (1) +0,1 ccm Lésung (2) bzw. (3) bei 30° oder 37° 
20 Stdn. inkubiert (natiirlich Kontrollen ohne Ferment). Fiir (6) vervielfachter 
Ansatz. 

5. Auswertung des Viskositatstestes: Der Vergleich mit der Standard- 
kurve‘ war bei zahlreichen Extrakten ohne weiteres berechtigt, da bei verschiedeney 
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Verdiinnung des Gewebsextraktes, also bei Ablesung an verschiedenen Punkten 
der Standardkurve, praktisch identische Werte erhalten wurden (Tab. la). Die in 
anderen Fallen mangelnde Ubereinstimmung wurde durch Benutzung des in der 
Nahe des Halbviskositatswertes liegenden Punktes umgangen; da die Differenzen 
nie in GréBenordnungen bestanden (1b), kann dies im Hinblick auf den nur ver- 
gleichenden Zweck der vorliegenden Untersuchung als statthaft angesehen werden. 

6. Acetylglucosamintest: In Anlehnung an Morgan und Elson® wurden 
2,4 cem des Inkubationsansatzes (4) nach 0 bzw. 20 Stdn. mit 0,2 ccm 3-n.Soda- 
lésung 20 Min. gekocht, nach Abkiihlen 1,3 cem des Filtrats mit 4 ccm Eisessig 
+1 ccm Ehrlichs Reagens 45 Min. bei 37° stehen gelassen und in 30 mm Mikro- 
kiivette mit Filter G7+ GG11 kolorimetriert. Kontrollen ohne Ferment ergaben 
keine Anderung des 0-Stundenwertes. Abgelesen wurde auch hier an einer mit 
Standardferment erhaltenen Kurve (Abb. 1), wobei jedoch auf Messung mit ver- 
schiedenen Verdiinnungen der Extrakte verzichtet wurde; die erhaltenen Werte 
sind also nur sehr grob vergleichbar. 


Ergebnisse 

(A) Viskositaétstest: Ein gewisser Einflu8 des Einfrierens der 
Organe vor der Extraktion zwecks besseren Aufschlusses ist zu erkennen 
(Tab. 1c). Die Extraktion der Gewebe ist anscheinend schon nach relativ 
kurzer Zeit optimal (1d). Die Extrakte scheinen ziemlich stabil zu sein 
(le). 

Benutzung von l1-proz. NaCl-Lésung statt m/10-Essigsiure zur 
Extraktion liefert meist etwas geringere Werte (1f) und triibe Extrakte. 


8 W. T. J. Morgan u. L. A. Elson, Biochemic. J. 28, 988—995 [1934]. 
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Muskelextrakte ergeben im Test immer Ausflockungen, so daB das 
doppelte Volumen angesetzt werden, nach der Inkubation erst zentri- 
fugiert und 0,6 ccm zur Messung abgenommen werden muB. 


Tab. 1. Versuche zur Methodik. 





Verdiinnung E/g Frischorgan 


Organ A... (E = Schering-Einheiten) 





Gehirn : 0,09 
: 0,1 
< 0,13 


Neben- 32 > 0,5 
niere : 0,8 
: 0,8 


Skelett- : 0,13 
muskel 23 0,17 
: 0,13 


Lunge : 0,48 
: 0,48 














Niere : 0,5 
= 0,52 
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Tab. 1 (Fortsetzung). 





Verdiinnung 
Organ des 
Extraktes 


a 0,24*  0,30** * sofort, 
24 0,26 0,24 ** nach 


1 
1 
Lunge he 0,18 0,27 efi = 
1 
1 


E/g Frischorgan 
(E = Schering-Einheiten) 





Milz 








0.35 0.40 extrahiert 
Milz 0,24 0,30 


Meer- (6) (22) (48) (72) () Stunden 
schwein- | Leber : 0,04 0,04 0,04 0,04 Extraktion 
chen ay 0,06 0,07 0,06 0,06 | frischen 
Gewebes 


Meer- (48) (120) () Stunden- 
schwein- | Leber : 0,04 0,04 nach d. Zen- 
chen 32 0,06 0,05 trifugieren, 
bei 0° ge- 
standen 


Magen 














Durchschnitt I * n/10- 
aus je Essigsiure 
12 Werten 


| ae 





0,06* JA 
<0,05** NaCl-Zusatz 


Herz- :1 0,14 0,10* * mit 0,5% 
muskel 22 0,19 0,13* NaCl-Zusatz 


Leber : 0,48* 0,33** Extraktion 
: 0,56*  0,38** mit 1% NaCl 
* bei 0°, 
¥**® bei 37° 
Toluolzusatz 











E/ecm 
verschiedene 0,02 (0,021) () berech- 
Mengen 0,02 (0,018) nete Werte 
Testes- 0,01 (0,013) 
hyaluroni- 0,008 (0,009) 
dase 

zugesetzt 

















Kine Beseitigung der ausfallenden Proteine vor dem Ansatz zum 
Test durch NaCl-Zusatz oder auch schon Extraktion durch mit NaCl-ver- 
setzte Essigsiure fiihrte stets zu wesentlicher Einheitenminderung (1g). 

Kurzes Erwarmen der Extrakte auf 95° fiihrt natiirlich zum Total- 
verlust der Wirksamkeit. 

Autolysieren unter Toluol mindert die Wirksamkeit (lh). Zu- 
gesetzte Testeshyaluronidase wurde wieder aufgefunden (1i). 
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Abb. 2 u. 8. Abhangigkeit des py-Optimums von der Herkunft des Fermentes 
und dem Ionenmilieu (Viskositaéts-Langzeittest). +———+ Stiertestes (Kinetin: 
0,1 Schering-Einheiten/ecm), x—-—-—x Streptokokken (Hyason, 1 ccm/Ampulle) 
(Abb. 2 Kurzzeittest!), “---V Rattenleber, O———© Rattenmilz. 
Abb. 2: 0,8-n.NaCl + 0,25-n.Na-Acetatpuffer. Abb. 3: 0,03-n.NaCl + 0,1-n.Na- 
Acetatpuffer. 


Gegen eine Vortiiuschung von aus Gewebe stammender Aktivitat 
durch bakterielle Infektionen scheinen doch die gute Konstanz der 
Werte zahlreicher parallel und zu verschiedenen Zeiten angesetzter Ver- 
suche zu sprechen; ferner sind bakterielle Hyaluronidasen, besonders die 
von Strepto- und Staphylokokken bei dem zum Test verwandten py 
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(4,5) wesentlich unstabiler. Auch die ausgezeichnet reproduzierbare 
Geradlinigkeit der Standardvergleichskurven iiber einen sehr groBen 
Wirkungsbereich spricht dagegen. 

Die in Tab. 2 zusammengefaBten Ergebnisse sind unter den unter 
(5) genannten Gesichtspunkten zu betrachten. Sofern mehrere Tiere 
untersucht wurden, sind Mittel- und Grenzwerte angegeben. Besonders 
Ratten, Mause und Meerschweinchen wurden in sehr zahlreichen Exem- 
plaren gepriift. 

Wahrend die Unterschiede von Organ zu Organ zu erwarten sind, 
fallen die groBen Differenzen von Tierart zu Tierart auf. 

Als Vergleich zum Testesferment und zu einer Streptokokken- 
hyaluronidase wurde die pp-Abhingigkeit der Wirkung einiger Ge- 
websextrakte gepriift. Hierbei zeigte sich, das deren pyg-Optimum im 
sauren Bereich nahezu unabhiangig von der Salzkonzentration liegt, im 
Gegensatz dazu ist die Wirkung der Testeshyaluronidase nur bei hoher 
Salzkonzentration optimal im schwach sauren, sonst im Neutralgebiet. 
Das Bakterienferment ist vor allem im neutralen Gebiet wirksam (s. Abb. 
2 und 8). 

Dies bedeutet, daB in den Geweben entweder eine vollig andere 
Hyaluronidase vorhanden ist. Oder aber es kénnte sich tiberhaupt um 
ein andersartiges Ferment handeln, etwa ein oxydierendes oder dgl.; 
die Viskositaétssenkung allein ist ja noch kein Beweis fiir das Vorliegen 
einer echten Hyaluronidase, die definitionsgema8 Hyaluronsdéure zu 


Tab. 3. Wirksamkeitsvergleich im Viskositits- und Acetylglucosamintest. 





Schering-E/g Faktor 
Visk.-Tost AG-Test Visk.-Test / AG-Test 








0,6 
0,3 
0,7 











Standardhyaluronidase 
aus Stiertestes. . . 20000 











* Unter der Nachweisbarkeitsgrenze. 
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reduzierenden Spaltprodukten hydrolysieren muB, speziell mit Acetyl- 
glucosamingruppen. Die Bestimmung der Zunahme der Reduktionswerte 
ist unspezifisch und st68t auBerdem wegen der hohen Blindwerte der 
Gewebe auf Schwierigkeiten. Eindeutiger ist: 

(B) Die Bestimmung der Acetylglucosamingruppe: Die 
friiheren Untersuchungen’ hatten bereits zahlreiche positive Ergebnisse 
geliefert. Die Versuche der Tab. 3 bestatigten diese. Zahlreiche Organ- 
extrakte verschiedener Tiere legten in Parallele zu ihrer viskositiats- 
senkenden Wirkung aus Hyaluronsiure Acetylglucosamingruppen frei. 
DaB die Wirkungsrelationen unterschiedlich sind, mag ein weiterer 
Hinweis auf die Verschiedenheit der Fermente verschiedener Herkunft 
sein. r 

Im Gegensatz zum Viskositatstest wurde zu Froschleberextrakt 
zugesetzte Standdardhyaluronidase im Acetylglucosamintest nur teil - 
weise wiedergefunden. 


Fraulein M. Kobsch und Fraulein G. Gasper habe ich fiir die miihevolle 
Durchfiihrung zahlloser Teste sehr zu danken. 


Zusammenfassung 


Im Vergleich mit einer Standardhyaluronidase wurde die viskosi- 
tatssenkende Wirkung zahlreicher Organe verschiedener Tiere auf 
Hyaluronsaéure gemessen, wobei sich groBe quantitative Unterschiede 


ergaben. DaB es sich dabei tatsachlich definitionsgemiB um Gewebs- Hy - 
aluronidasen handelt, ergab sich aus der parallel gehenden Freilegung 
von Acetylglucosamingruppen. Allerdings unterscheiden sich diese 
Enzyme vom Testesferment und einer Bakterienhyaluronidase durch 
ihr py-Optimum (bei etwa py 3) und dessen gréBere Unabhiingigkeit von 
der Ionenstirke, ferner durch eine andere Wirkungsrelation zwischen 
Viskositats- und Acetylglucosamintest. 
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Einfache Methoden zur praparativen Papierchromatographie 
und Papierelektrophorese 


Von 
Adolf Fischer und Martin Behrens 
Aus dem Physiolog.-chem. Institut der Medizinischen Akademie, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juni 1952) 


Bei papierchromatographischen und _papierelektrophoretischen 
Untersuchungen von Pflanzenextrakten auf Wuchs- und Hemmstoffe 
des Indoltypus konnten wir verschiedene biologisch wirksame Zonen 
feststellen!. Bei der Ubertragung der Versuche in den priparativen MaB- 
stab ergaben sich Schwierigkeiten. Die in der Literatur vorgeschlagenen 
Methoden fiihrten nicht zum Ziel oder schieden wegen mangelnder Uber- 
sichtlichkeit bzw. Kompliziertheit von vornherein aus. Am besten ge- 
eignet erschien uns die ,,Chromatopack‘‘-Methode nach Porter?, bei 
der eine Anzahl von Filtrierpapierbogen mittels zweier Platten zusam- 
mengepreBt werden. Versuche mit dieser Methode brachten jedoch 
keine befriedigenden Ergebnisse. Die Zonen wanderten mit unregel- 
maBigen Frontlinien, so da8 ein Ausschneiden derselben zum Zwecke der 
Extraktion praktisch unméglich war. Wir fanden nun eine einfache 
Lésung, indem wir zwischen die einzelnen Filtrierpapierbogen an deren 
oberem und unterem Ende je einen Glas- oder Kunststoffstreifen ein- 
fiigten. Damit erreichten wir in einem Arbeitsgang auf 50 bis 100 ganzen 
Filtrierpapierbogen eine Trennung, die an Exaktheit der Zonenaus- 
bildung eines einzelnen Chromatogramms in nichts nachstand. Der Vor- 
teil des von uns gefundenen Verfahrens liegt darin, daB die in einzelnen 
Filtrierpapierbogen erzielten Ergebnisse ohne weiteres in den praparati- 
ven MaBSstab iibertragen werden kénnen. Der Zusammenbau dieser 
,lsolierpacks“ bietet keinerlei Schwierigkeiten. Bei Verwendung 
dimner Glasstreifen ist der Raumbedarf gering; so lassen sich bei der 
Papierchromatographie in einem Glastrog (70 « 80 x 70cm) ohne 
weiteres 100 bis 150 Filtrierpapierbogen (58 58 cm, z. B. Schleicher & 
Schill 2043b oder 2230) unterbringen. 

Wie Versuche ergaben, wies bei der Papierelektrophorese dié 
Trennung der einzelnen Zonen auf einem Filtrierpapierstreifen von der 
ganzen Breite einer Elphorkammer genau dieselbe Scharfe auf wie die 
Zonen auf den iiblichen 4 cm breiten Papierstreifen. In dem Elphorgerat 
lassen sich nach Herausnahme der Briicke 4—8 Filtrierpapierstreifen 
(2043b oder 2230) von 11 cm Breite bequem unterbringen. Der er- 
héhte Strom- und Pufferverbrauch ist hierbei zu beriicksichtigen. 


1D. v. Denffer, M. Behrens u. A. Fischer, Naturwiss. 39, 258 [1952]. 
2 W.L. Porter, Analyt. Chem. 28, 412 [1951). 


peo 
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Methode 


1. Papierchromatographie: Auf Filtrierpapierbogen wurde das Substanz- 
gemisch in einer quer verlaufenden Linie im Abstand von 8 cm vom unteren Ende 
in der tiblichen Weise mittels einer Kapillarpipette aufgetragen. Die so vorbereiteten 
Filtrierpapierbogen wurden iibereinandergeschichtet, wobei zwischen die einzelnen 
Filtrierpapierbogen am oberen und unteren Ende jeweils ein Glasstreifen (1 mm 
dick, 2 cm breit und einige Zentimeter linger als ein ganzer Filtrierpapierbogen) 
eingelegt wurde. An den iiberragenden Enden wurden die Glasstreifen mit Klam- 
mern oder Gummiringen zusammengepreBt. Nach Uberpriifen und Korrigieren der 
Abstande der einzelnen Filtrierpapierbogen in einer Hangevorrichtung wurde der 
Pack in den Glastrog mit Lésungsmittel eingebracht. Durch die Glasstreifen am 
unteren Ende sind die Filtrierpapierbogen beschwert und hangen straff in das be- 
treffende Lésungsmittel. Nach Entwicklung der Chromatogramme konnte bei 
unseren Versuchen durch Identifikation mittels UV-Lichts bzw. mit bestimmter 
Farbreaktion immer eine vollkommen klare und waagrechte Zonenausbildung fest- 
gestellt werden. Ein sauberes Herausschneiden und Extrahieren der einzelnen 
Zonen bereitete keine Schwierigkeiten. 

2. Papierelektrophorese: Fiir diese Versuche benutzten wir das Elphor- 
H-Geraét nach Grassmann und Hannig*. Um eine Vervielfachung der Anzahl 
der Filtrierpapierstreifen wie bei der Papierchromatographie zu erzielen, erwies 
sich das Unterlegen von Glas- bzw. Kunststoffrahmen zwischen die einzelnen Papier- 
streifen als zweckmaBig. Die 1—1!/, mm dicken Rahmen entsprechen in ihrer GréBe 
derjenigen der Elphorkammer und sind an ihren Seitenleisten je 0,5 cm, an ihren 
Endleisten je 2 cm breit. Das Substanzgemisch wird vorher in einer Querlinie unter 
Beriicksichtigung der Breite der Seitenleisten auf dem trockenen Filtrierpapier- 
streifen mittels einer Kapillarpipette aufgetragen und der Streifen anschlieBend 
mit der betreffenden Pufferlésung bespriiht. Dieses Vorgehen empfiehlt sich, weil 
man das Substanzgemisch auf einen trockenen Filtrierpapierstreifen bequem in 
exakter Weise auftragen kann und der Zusammenhang der Isolierpacks dadurch 
wesentlich erleichtert wird. Bei dem Auflegen auf den Rahmen saugt sich der 
Filtrierpapierstreifen mit seinen Randern sofort fest und liegt vollkommen ge- 
streckt. Auf diese Weise lieBen sich bequem bis zu 8 Filtrierpapierstreifen in eine 
einzelne Elphorkammer einbringen und wir konnten beispielsweise 150 mg eines 
Gemisches von synthetischen Stoffen in einem Arbeitsgang verarbeiten. 

Bei unserem Vorgehen zeigte sich, da8 durch das Dazwischenlegen der Rahmen 
das die Elektrophorese st6rende Durchhangen der Filtrierpapierstreifen vermieden 
wird. Nach unseren bisherigen Erfahrungen lassen sich ‘lie tiblichen Elphorkammern 
ohne weiteres in Breite, Lange und Tiefe vergréBern uid erlauben somit eine pra- 
parative Papierelektrophorese in noch gréBerem MaBsta >. Der Firma Schleicher 
& Schill] danken wir fiir ihre Unterstiitzung. 


3 W. Grassmann u. K. Hannig, Naturwiss. 37, 39 [1950]. 
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Experimentelle Beeinflussung der Hitzekoagulation des Ovalbumins 
Von 
H. G. Klingenberg 
Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Graz, Vorstand: Prof. Dr. R. Rigler 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juni 1952) 


In friiheren Untersuchungen konnte beobachtet werden, daf einige 
Eigenschaften der Blutserumproteine, wie ihre im Weltmannschen 
Koagulationsband erfaBbare Thermostabilitaét sowie ihre Loslichkeit, 
auffallende Verainderungen erfahren, wenn sie mit negativ geladenen, 
nichteiweiBartigen Stoffen wie Heparin, Eosin u.a. oder mit einem 
basischen EiweiBkérper wie Protamin vergesellschaftet sind’. Das 
bisher gewonnene Ergebnis la8t sich dahingehend zusammenfassen, 
da8 durch die genannten nichteiweiBartigen, negativ geladenen Stoffe 
eine Erhéhung der Hitzestabilitit des Serums eintritt sowie eine Zu- 
nahme der mit den leichter léslichen Globulinen ausfallenden EiweiB- 
fraktion bei gleichzeitiger Verminderung der Albumine. Protamin 
bewirkt das Gegenteil, namlich Zunahme der Labilitit sowohl gegen- 
iiber Hitze wie -gegeniiber Fallungsmitteln. Die wahrscheinlichste 
Deutung dieser Befunde war die, dafi die Serumproteine in physiko- 
chemischer Hinsicht derart verindert worden waren, daf sie so reagierten, 
als ob sie diese oder jene Art von Globulinen darstellten, ohne mit diesen 
ihrem chemischen Charakter nach identisch zu sein. 

Um diese Verhiltnisse besser, als es am Serum méglich ist, priifen 
zu kénnen, wurden Versuche mit Ovalbumin ausgefiihrt, wobei dessen 
Verhalten gegeniiber Hitze bei Gegenwart der in Frage stehenden 
Substanzen néher untersucht wurde. 


Beschreibung der Versuche 


Um nach Méglichkeit fiir alle in diesem Zusammenhang durchgefiihrten Ver - 
suche vergleichbare Werte zu erhalten, wurden folgende Bedingungen in allen 
Versuchen konstant gehalten: 

1. Samtliche an den Reaktionen beteiligten Stoffe wurden in 0,9-proz. Koch- 
salzlésung gelést. 

2. Das Gesamtvolumen jedes Ansatzes betrug 5,0 ml. Die Einstellung dieses 
Volumens erfolgte ebenfalls mit 0,9-proz. Kochsalzlésung. 

3. Das py aller verwendeten Lésungen bewegte sich um den Neutralpunkt 
von 6,8 bis 7,2. Lésungen wie z. B. die des Protaminsulfates wurden mit 0,l-n. 
Natronlauge auf diesen Wert eingestellt. . 

4. Die Hitzeeinwirkung erfolgte durch Einsetzen der Proben in ein siedendes 
Wasserbad, worin sie genau 15 Min. verblieben. 

5. Die Proben wurden auf Raumtemperatur (20°) abkiihlen gelassen. Plotz- 
liche Kiihlung wurde unterlassen. 

6. Die Triibung der Proben wurde bei 20° mit Hilfe des Pulfrich-Nephelo- 
meters bestimmt. Die Messung geschah in einer Eprouvette von 14 mm lichter 





1H.G. Klingenberg u. E. Moro, Klin. Wschr. 30, 227 [1952]; H. G. 
Klingenberg, Z. ges. exp. Med. 1952, im Druck. 
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Weite bei Verwendung der Mattscheibe Nr. 1 und roten Lichtes zur Ausschaltung 
der Fluoreszenz bei den Eosinversuchen. Die Helligkeit wurde im Durchlassigkeits- 
bereich des Filters L, gemessen. Das Auftreten der mit freiem Auge erkennbaren 
Flockung dokumentiert sich nephelometrisch durch einen plétzlichen Abfall des 
Triibungswertes. Dieser Flockungspunkt ist sehr genau erfaBbar und wurde daher 
auch immer als Vergleichswert herangezogen. 

Die in den Versuchen verwendeten Reagenzien waren: Ovalbumin ,,Merck", 
Eosin wasserl. ,,Merck“, Trypaflavin pro injectione ,,Casella & Co.“‘, Pepton aus 
Ovalbumin ,,Merck‘‘ und Protaminsulfat ,,Roche‘‘. Es wurden nur am selben Tag 
bereitete Lésungen benutzt. Simtliche Lésungen wurden vor Gebrauch filtriert. 
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Abb. 1. Abhangigkeit der Triibung T von der Ovalbuminkonzentration C (mg%%) 
bei Gegenwart verschiedener Eosinkonzentrationen (Zahlen an den Kurven 
= mg%). Die gestrichelte Kurve ist die Triibung nicht erhitzter Ovalbuminlésungen. 


In Abb. 1 sind die Triibungskurven der Ovalbuminl6sung in Ab- 
hangigkeit von der Proteinkonzentration bei Gegenwart verschiedener 
Eosinmengen wiedergegeben. Die durch das Eosin allein verursachten 
Triibungen sind bereits abgezogen. Man erkennt eine Schar von Parabeln, 
deren jeweiliger Parameter von der zugehérigen Eosinkonzentration 
abhangig ist. Die scharfen Knicke am Ende der Kurven zeigen den 
Eintritt der Flockung an. Es geht aus diesen Kurven eindeutig hervor, 
daB die Triibung eine Funktion der Ovalbumin- und der Eosinkonzen- 
tration ist. Die Parameter der einzelnen Kurven lassen sich gemaf} der 
Formel 


berechnen. Hierin bedeutet p den Parameter, 7’ die absolute Triibung 
und C die Ovalbuminkonzentration in mg. Die so gefundenen Werte 
fiir die einzelnen Parameter bei den entsprechenden Eosinkonzen- 
trationen finden sich in Tab. 1. 
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Tab. 1. 





Eosin mg% p-10® Eosin mg% p-108 





0,0 188 250 0,989 
31,25 23,8 500 0,377 
62,5 5,63 1000 0,117 

125 2,79 





Bei ganzlogarithmischer graphischer Darstellung dieser Werte 
erhalt man eine Gerade, aus der sich fiir p die Gleichung 


0,003 
‘i quss 
ermitteln laBt; g bedeutet die Eosinkonzentration in mg%. Die Gleichung 
fiir die Triibung als Funktion der Ovalbumin- und Eosinkonzentration 
lautet somit: 

0,003 
ies q's C. 
Diese Gleichung gilt fiir den gepriiften Bereich von 1000 mg% Eosin 
abwarts bis 6,5mg% Eosin und von 0 bis 1000 mg% Ovalbumin. 
Wenn g den genannten unteren Wert erreicht, fallt die Me8kurve mit 
der Triibungskurve des unbeeinfluBten Ovalbumins zusammen, deren 
Gleichung lautet: 
T = 1,88-10-4-C?, 


Die in Abb. 1 gestrichelt eingezeichnete Kurve ergibt sich aus der 
Triibungsmessung der Ovalbuminlésungen vor dem Erhitzen. Den 
Triibungszuwachs, den die Lésung durch die thermische Einwirkung 
erfahrt, kann man als Ma fiir die aggregierte Proteinmenge wahlen. 
Jedem Triibungszuwachs entspricht eine nicht durch Eosin beeinfluBte 
Ovalbuminmenge, deren Konzentration an der Kurve des eosinfreien, 
erhitzten Ovalbumins abgelesen werden kann. Diese in Hinkunft mit c 
bezeichnete Konzentration ist die des nicht mit Eosin verbundenen 
Ovalbumins. Folglich ist 

C—c=a 


die Konzentration des durch Eosin  stabilisierten Ovalbuminanteiles. 
Bei Gegenwart von g = 1000 mg Eosin pro 100 ml sind die entsprechen- 
den Werte ermittelt worden und das Verhiltnis ag gegen ¢ aufgetragen. 
Die erhaltene Kurve zeigt die Abb.2. Durch Logarithmieren von 
Ordinate und Abszisse erhalt man eine Gerade, aus der sich fiir den 
betrachteten Fall die Gleichung 


© = 0,4-c9.29 
q 


ableiten 1i8t. Aus diesem Ergebnis kann auf eine adsorptive Bindung 
zwischen Kosin und Ovalbumin geschlossen werden. 
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Macht man analoge Versuche der eben beschriebenen Art an Stelle 
von Eosin mit einem positiv geladenen Stoff wie Trypaflavin oder 
Protamin, so kommt man zu stark hitze-instabilen Proteinlosungen. 
Es war durch diese Versuche nicht moéglich, wie friiher beim Eosin, 
eine Minimalkonzentration dieses Proteins zu erfassen, unterhalb der 
keine Flockung mehr eintritt. Dies war weder durch Senkung der 
Ovalbumin-, noch der Trypaflavin- oder Protaminkonzentration még- 
lich. So trat bei Gegenwart von nur 0,02 mg®% Protamin noch deut- 
liche Flockung auf, wenn die Ovalbuminkonzentration 50 mg®%, betrug. 
Wurde diese Konzentration gesenkt, dann verminderte sich zwar die 
Flockung allmahlich, verschwand jedoch nie ganz. Bei niedrigen Oval- 
buminkonzentrationen konnte ‘eine Triibung anstatt einer Flockung 





Abb. 2. Ordinate: stabilisierte Ovalbumin- 
konz./Eosinkonz., beide in mg% fiir q = 
1000 mg% (ausgezogene Kurve) und g = 
250 mg% (gestrichelte Kurve). Abszisse: 
Konz. des nicht stabilisierten Ovalbumins. 
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vorgetauscht werden; die Betrachtung bei nur 10-facher VergréSerung 
reichte jedoch aus, um die Flockung als solche eindeutig zu erkennen. 
Es ist hiernach nicht méglich, ohne Willkiir eine Grenze zwischen 
Triibung und Flockung zu ziehen. 

Bei den Versuchen mit Trypaflavin pragte sich die Flockenbildung 
erst nach dem Abkiihlen des Reaktionsgemisches voll aus. Ein Teil 
der Réhrchen einer Versuchsreihe erscheint zuniachst nur _ getriibt, 
wihrend der angrenzende Teil deutlich geflockt ist. Im Verlauf von 
10—15 Min. trat aber in allen Rohrchen Flockung ein. 

Diese Befunde sind in Anbetracht der Triibungskurve des Oval- 
bumins (s. Abb. 1) zu erwarten. Diese Kurve verlauft in einem nur 
geringen Abstand von der Ordinate, d.h. das verwendete Ovalbumin 
weist eine sehr geringe Stabilitaét auf. Wird diese durch Zusatz eines 
entgegengesetzt geladenen Stoffes, wie eines der oben angefiihrten, 
noch weiter verringert, dann tritt sehr bald komplette Instabilitat ein, 
so wie dies in den Experimenten beobachtet wurde. 

Unter den Stoffen, die die Hitzelabilitaét des Ovalbumins erhéhen, 
befindet sich bemerkenswerterweise auch Pepton. Auch mit diesem 
Stoff konnte eine unterste Flockungsgrenze nicht exakt festgestellt 
werden. 

Um den labilisierenden Effekt, den basische Proteine wie das 
Protamin auf das Ovalbumin bei Warmeeinwirkung ausiiben, auch in 
quantitativer Hinsicht deutlich zu machen, wurden Versuche bei Gegen- 

o* 
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wart von Eosin durchgefiihrt. Die Abnahme der Stabilitat durch das 
Protamin konnte auf diese Weise nephelometrisch verfolgt werden. 
Die Eosinkonzentration betrug durchweg 1000 mg%. Die gepriiften 
Proteinlésungen enthielten Ovalbumin und Protemdn in folgenden 
Verhaltnissen: 400:1; 200:1; 100:1; 20:1. Diese Ovalbumi-n 
Protamin-Lésungen wurden in abgestuften Konzentrationen zusammen 
mit der Eosinlésung erhitzt. Ein Versuch mit Ovalbumin-Eosin und 
Ovalbumin allein lief zur Kontrolle mit. Dabei ergab sich eine sehr gute 
Xeproduktionsfihigkeit der in Abb. 1 eingetragenen Werte fiir diese 
beiden Kurven. Den Verlauf der Triibungskurven in Abhangigkeit von 





0} 20:1 
Abb. 3. Triibung in Abhangigkeit 
von der Ovalbumin-Protaminkonz. bei 
Gegenwart von 1000 mg®% Eosin. Die 
Zahlen an den Kurven geben das Ge- 





wichtsverhaltnis von Ovalbumin zu 
Protamin an. 0 = Ovalbumin ohne 


+ 200:1 jeden Zusatz; K = Ovalbumin ohne 
eo Protamin. 
e -¢ La 


0 125 250 500 —>C 

















der Ovalbuminkonzentration des zuletzt geschilderten Versuches gibt 
Abb. 3 wieder. 

Man sieht deutlich, wie die Hitzestabilitat der Lésung bereits durch 
sehr geringe Protaminbeimengungen beeintrachtigt wird. Bei dem 
Verhaltnis Ovalbumin: Protamin von 400:1  verliuft die Kurve 
genau so wie bei Ovalbumin in Gegenwart von nur 500 mg% Eosin, 
wihrend durch das Verhiltnis 20:1 eine Kurve erhalten wird, die 
mit der des unstabilisierten Ovalbumins zusammenfallt. 


Besprechung der Ergebnisse 


Aus den Versuchsergebnissen lift sich eindeutig schlieBen, dab 
das negativ geladene Eosin imstande ist, das ebenfalls negativ geladene 
Ovalbumin gegen Hitze zu stabilisieren, wihrend die positiv geladenen 
Stoffe wie Protamin oder Trypaflavin einen labilisierenden Effekt 
hervorrufen. Diese Befunde stehen mit den seinerzeit am Blutserum 
gefundenen in voller Ubereinstimmung. 

Als Ursache der stabilisierenden bzw. labilisierenden Wirkung 
wird man am ehesten Ladungsinderungen des Ovalbumins unter dem 
EinfluB der zugesetzten Stoffe annehmen kénnen. Der negative Ladungs- 
iiberschuB, den die Ovalbuminmolekiile im Neutralbereich besitzen, 
wird durch die Adsorption negativer Teilchen, wie der des Eosins, ver- 
stirkt, hingegen durch die Bindung positiver Teilchen vermindert. Da 





biol 
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sich diese beiden Vorgiange im Prinzip gleich verhalten, darf im folgenden 
die Diskussion auf die Betrachtung des einen Vorganges, den der Stabili- 
sierung durch Kosin, beschrankt bleiben. 

Es sei zuvor bemerkt, daB die Stabilisierung durch Eosin nicht 
als eine spezifische Wirkung dieses Stoffes angesehen wird. Der gleiche 
Effekt la&t sich durch jede andere negativ geladene und mit Eiwei 
reaktionsfahige Substanz erzielen, wie das, um nur einige Beispiele zu 
erwihnen, auch aus Versuchen anderer Autoren??? mit Gallensiuren 
und Fettsiuren hervorgeht. Ebenso sind Nucleinsiuren*® wirksam 
oder nach eigenen Versuchen! Heparin als Vertreter aus der Gruppe 
der sauren Polysaccharide. Entscheidend fiir die Fahigkeit, Proteine 
trotz eingetretener Denaturierving in Lésung zu halten, ist nicht der 
chemische, sondern der physiko-chemische Charakter des Stoffes. 

Die Wirkung ist am wahrscheinlichsten so vorzustellen, da durch 
die Bindung der negativ geladenen Stoffe an das Proteinmolekiil dessen 
positive Ladung vermindert wird, womit zugleich die negative Netto- 
ladung ansteigt. Damit ist ein EiweiBkorper mit ausgesprochenem 
Proteidcharakter entstanden, dessen isoelektrischer Punkt gegen die 
saure Seite verschoben ist. Dies zeigt sich auch in der Verlagerung des 
Flockungsoptimums derartiger Verbindungen in den Bereich niederer 
pPy-Werte, wie das schon vor laingerer Zeit von Labes® festgestellt 
worden ist. Den Befunden desselben Autors zufolge bewirkt die Gegen- 
wart eines positiv geladenen Stoffes eine Flockung bei hoheren pg- 
Werten, als sie dem isolierten Protein eigen ist. Die hier und an anderer 
Stelle niedergelegten Befunde stehen damit in vollem Einklang. 

Jensen, Huggins u.a.’, die sich im Zusammenhang mit der 
Serumdiagnostik mit der Hitzestabilisierung der Serumproteine durch 
Jodacetat beschiftigen, geben fiir die von ihnen beobachteten Phiino- 
mene die gleiche Erklarung. Sie nehmen an, da auf Grund des erhéhten 
negativen Ladungsiiberschusses die abstoBende Kraft dieser Teilchen 
untereinander so stark zugenommen hat, da8 trotz der infolge Wiarme- 
zufuhr gesteigerten Teilchenbewegungen keine Aggregation  statt- 
finden kann. 

Die Versuchsergebnisse zeigen ferner, daB das Eosin im Verhiltnis 
zum Ovalbumin immer in einem erheblichen Uberschu8 vorhanden 
sein muBte, falls die Flockung verhindert werden sollte. 500 mg%, 
Ovalbumin, entspr. 1,25 - 10-*-mol. Ovalbumin pro Liter (Mol.-Gew. 


2 M.L. Anson, Science [New York] 1989 II, 256; J. gen. Physiol. 28, 239 
[1939]. 
3 P. Boyer, F. Lum, G. Ballon, J. Luck u. R. Rice, J. biol. Chemistry 
162, 181 [1946]. 
4 J.P. Greenstein, C. E. Carter u. H. W. Chalkley, Cold Spring Harb. 
Symp. Quant. Biol. 12, 91 [1947]. 
R. Lallier, Bull. Soc. Chim. biol. 31, 998 [1949]. 
R. Labes, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 186, 98, 112 [1921]. 
E. V. Jensen, V.D. Hospelhorn, D.F. Tapley u. C. Huggins, J. 
biol. Chemistry 185, 411 [1950]. 
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etwa 40000). werden durch 1,5-10-?-mol. Eosin pro Liter nahezu 
volistindig, durch 0,75 - 10-2 weniger und durch 0,1875- 10-? gerade 
noch stabilisiert. Das molare Verhaltnis betragt, bezogen auf Oval- 
bumin 1:124, 1:62 und 1:15,5. Denselben Stabilitaétsunterschied, 
wie er zwischen den Ovalbumin-Eosin-Verhaltnissen 1 : 124 und. 1 : 62 
besteht, kann man erzielen, wenn Ovalbumin, Eosin und Protamin im 
Verhaltnis 1 : 124 : 0,025 angesetzt werden (das Mol.-Gew. des Protamins 
wurde mit 4000 angenommen). Eine Labilitaét trotz des vorhandenen 
Eosins, die der des nichtstabilisierten Ovalbumins gleichkommt, wurde 
erreicht, wenn das obige Verhaltnis 1: 124: 0,5 betrug. Es zeigt sich 
also, daB der Effekt von 124 Mol EKosin pro Mol Ovalbumin durch 
0,5 Mol Protamin vollig aufgehoben wird, waihrend er durch 0,025 Mol 
Protamin schon soweit beeintrachtigt wird, wie es im betrachteten 
Beispiel sonst nur ein Schwund von 62 Mol Eosin bewirken k6énnte. 

Auf Grund der angefiihrten Beobachtungen erscheint der SchluB 
erlaubt, daB die Stabilitaét einer Proteinlésung unter anderem von dem 
Verhiltnis der stabilisierenden und labilisierenden Faktoren abhangig 
ist, wobei quantitativ geringe Anderungen des labilisierenden Anteils 
wesentlich den Grad der Stabilitét zu beeinflussen vermégen. 

Auf die Bedeutung, die ein derartiges Prinzip in Bezug auf den 
Proteinstoffwechsel des Organismus haben wiirde, sei an dieser Stelle 
nur hingewiesen. Ein Anhaltspunkt fiir ahnliche Verhialtnisse ist 
insofern gegeben, als sich in friiheren Untersuchungen der Nachweis 
fiihren lieB, daB endocellulare Proteasen Eosin-, Nucleinsiure- oder 
Heparin-EiweiBverbindungen nicht abbauen, wohl aber  Protein- 
symplexe, deren einer Anteil Protamin oder Histon ist*. Auf die wesent- 
liche Rolle, die die Komplexbildung im Stoffwechsel des Organismus 
spielt, ist schon von Bersin® wiederholt hingewiesen worden. 

Bei den seinerzeit am Blutserum durchgefiihrten Untersuchungén 
iiber den Mechanismus des Weltmannschen Koagulationsbandes 
konnte ebenfalls festgestellt werden, daf stabilisierende Substanzen 
immer in einer héheren molaren Konzentration zugesetzt werden muBten 
als positiv geladene, labilisierende, um einen Effekt zu érzielen. Es 
stimmt ferner mit den hier gewonnenen Resultaten iiberein, daB die 
Kosin-Reaktion! frither Veréinderungen des Serums im Sinne einer 
Labilitétszunahme anzeigte als das Weltmannsche Koagulations- 
band, da eben geringfiigige Vermehrungen an labilisierenden Stoffen 
im Serum (y-Globuline) erhohte Eosinkonzentrationen zum Ausgleich 
erforderlich machten. 

Lallier® untersuchte ebenfalls die Hemmung der Hitzekoagulation 
durch Codehydrase I, Nucleinsiuren usw. Er betont, daB der gleiche 
Effekt auch durch alleinige pg-Anderung zu erzielen ist und wertet 
daher derartige Phinomene als absolut unspezifisch. DaB es sich um 


8 H. G. Klingenberg, diese Z. 288, 89 [1951]; 290, 139 [1952]. 
® Th. Bersin u. S. Berger, diese Z. 283, 74 [1948]; Th. Bersin, Angew. 
Chem. 62, 246 [1950]. 
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unspezifische Effekte handelt, wurde schon friiher betont, als auf die 
Unerheblichkeit des chemischen Charakters der stabilisierenden und 
labilisierenden Stoffe hingewiesen wurde. Es ist zweifellos richtig, daB 
alle diese Eingriffe so wirken, als hatte man das py der Lésung geandert. 
Jedoch ist nur der Effekt und nicht der Weg zu diesem der gleiche. 
Im Falle des Zusatzes z. B. von Laugen wird die anionische Dissoziation 
des Proteins gréBer. Das Protein als solches erfahrt aber keine quali- 
tative Anderung. Im anderen Falle wird aber durch die Adsorption 
des Stabilisators das Protein zu einem Proteid, dessen Eigenschaften 
bei gleichgebliebenem py andere sind als die des urspriinglichen Proteins. 
Dem Organismus ist auf Grund dieses Prinzips die Méglichkeit gegeben, 
Proteine innerhalb des physiologischen pg-Spielraums der Zellen so 
zu verdndern, da sie sich z. B. den Enzymen gegeniiber mehr oder 
weniger reaktionsfihig verhalten. Wie erheblich die Variabilitat des 
Zustandes der Proteine ohne Anderung der aktuellen Wasserstoff- 
ionenkonzentration sein kann, geht aus einer Angabe von Jensen, 
Huggins u.a.’ hervor, wonach acetyliertes Serumalbumin bei py 
6,5—7 die gleiche Stabilitaét zeigt, wie das unbehandelte erst bei py 10. 
Es besteht somit die Méglichkeit, den Ladungszustand eines Proteins 
entweder durch px-Verschiebung oder durch Anderung des Proteins 
zu beeinflussen, wobei der Organismus offenbar den letztgenannten 
Weg bevorzugt, wie das an anderer Stelle im Zusammenhang mit der 
Diskussion des Mechanismus des Weltmannschen Koagulations- 
bandes auseinandergesetzt worden ist. 


Der Fa. Hoffmann-La Roche, Basel, sei fiir die entgegenkommende Uber- 
lassung von Protaminsulfat freundlichst gedankt. 


Zusammenfassung 


Es konnte festgestellt werden, daB durch negativ geladene Stoffe 
ein anionisches Protein wie Ovalbumin ohne Beeinflussung des py der 
Lésung stabilisiert, hingegen durch positive Stoffe labilisiert wird. 
Fiir das AusmaB der Triibung der Proteinlésungen nach Hitzeeinwirkung 
scheint weniger die Konzentration des labilen Proteins, als vielmehr 
das Verhaltnis des labilen zum stabilen maBgeblich zu sein. Reaktionen 
der verschieden geladenen labilen und stabilen Proteine untereinander 
sind wahrscheinlich anzunehmen. 
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Uber das Adsorptionsverhalten des Wofatit M 
gegeniiber aromatischen Aminosduren und einigen ihrer Derivate? 


Von 
K. Felix, H. M. Raven und E. Becker 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juni 1952) 


In vielen Versuchen haben wir Kunstharz-Ionenaustauscher zur 
Isolierung und Bestimmung von Aminosiuren verwendet? und sind 
dabei, wie andere Autoren vor uns*, von der Annahme ausgegangen, 
da sich zwischen dem Kunstharz und den Aminosiuren ein Salz bildet. 
Die meisten Befunde konnten damit auch erklart werden. 

Die beiden aromatischen Aminosiuren Tryptophan und Tyrosin 
verhalten sich nun gegeniiber Wofatit M, einem Anionenaustauscher, so, 
da8 neben polaren noch andere Bindungskrafte mitwirken k6nnen. 

Das Praparat Wofatit M wurde uns vor einigen Jahren geliefert*. 
Es adsorbierte-Glutaminsiure und Asparaginsiure innerhalb der Fehler- 
grenze quantitativ aus schwach saurer Lésung und ebenso quantitativ 
konnten die beiden Aminodicarbonsiuren durch Normalkalilauge wieder 
eluiert werden. 

Im Eluat war immer etwas mehr Stickstoff enthalten, als der 
zugesetzten Aminosiiure entsprach, weil die Lauge etwas Stickstoff 
aus dem Harz heraus liste, was auch Turba, Richter und Kuchar* 
beobachtet hatten. 

Da8 Tryptophan von dem Anionenaustauscher Wofatit M reversibel 
gebunden wird, haben ebenfalls Turba und Mitarbeiter bereits ge- 
funden. Aus neutraler waBriger Lésung wird es zu 97% adsorbiert 
und durch n-Kalilauge wieder quantitativ eluiert. Es verhalt sich 
also wie eine Aminodicarbonséure, nicht wie eine Monoaminomono- 
carbonsiure, was durch apolare Bindungskrafte erklart werden k6nnte. 
Solche apolaren Bindungskrafte nehmen auch Englis und Fiess an. Sie 
fanden, daB die Natrium- und Calciumform sulfonierter Kohlen be- 
trichtliche Mengen Norleucin und Tryptophan aufnehmen®. Cleaver 
und Cassidy erwiahnen weitere Beispiele dieser Art Adsorption®. 
Es ist aber auch daran zu denken, da’ sich hier der saure Charakter 


1 Teilweise von H. M. Rauen auf der Vortragstagung der Gesellschaft Deut- 
scher Chemiker (20.—21. 5. 1948) in Wiesbaden vorgetragen; vgl. Angew. Chem. 
60, 250 [1948]. 

2H. M. Rauen u. K. Felix, diese Z. 288, 139 [1948]. 

3 K. Freudenberg, H. Walch u. H. Molter, Naturwiss. 30, 87 [1942]; 
R. I. Block, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 51, 252 [1942]; F. Turba, Z. Vitamin-, 
Hormon- u. Fermentforschg. 2, 49 [1948/49]; Th. Wieland, Fortschr. org. Chem. 1. 

4 F. Turba, M. Richter u. F. Kuchar, Naturwiss. 31, 508 [1943]. 

5 D. T. Englis u. H. A. Fiess, Ind. Engng. Chem. 36, 604 [1944]. 

* Wir méchten dafiir der Agfa Wolfen auch an dieser Stelle bestens danken. 
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des Imidwasserstoffs im Pyrrolring auBert. Wir haben in der Literatur 
allerdings keine Angabe iiber seine Dissoziationskonstante finden 
kénnen, aber es ist bekannt, daB im Pyrrol selbst der Imidwasserstoff 
durch Kalium ersetzt werden kann’, 

Vom Tyrosin wiirde man wegen des phenolischen Hydroxyls eher 
erwarten, da es sich wie eine Aminodicarbonsiure verhalt. Nach den 
Dissoziationskonstanten und der Lage seines isoelektrischen Punktes 
ist es saurer als Tryptophan. 

Pr, PE Pr, Py 


I —)-Tryptophan 2,38 9,39 — 5,888 
(—)-Tyrosin . 2,20 9,11 10,07 5,639 


Tyrosin liuft aber durch eine Siule von Wofatit M glatt durch, 
ebenso wie Phenylalanin. Auch das haben Turba und seine Mitarbeiter 
beobachtet. Man kann also Tryptophan durch dieses Kunstharz von 
den beiden anderen aromatischen Aminosauren abtrennen. 

Wenn man aber im Tyrosin die Carboxylgruppe durch Veresterung 
mit Methylalkohol ausschaltet, also den Tyrosin-methylester in waBriger 
Lésung auf die Siule gibt, so wird er zu 95° zuriickgehalten. Die ge- 
bundene Menge wird durch n-Salzsiiure wieder vollstandig zuriick- 
gewonnen. 

Der Methylester des Tryptophans liuft dagegen durch die Saule 
durch. 

Die Ausschaltung der Carboxylgruppe wirkt sich somit in den 
beiden Aminosiuren verschieden aus. Wahrend die Aktivitaét der 
phenolischen Hydroxylgruppe des Tyrosins dadurch erst zur Geltung 
kommt, geht die der Iminogruppe des Tryptophans verloren. Vielleicht 
regen besondere Gruppen im Harz das phenolische Hydroxyl zur Ab- 
gabe des Protons an; auch Wasserstoffbriicken kénnten sich bilden. 

Interessant ist nun das Verhalten weiterer Derivate des Tyrosins. 

N-Acetyltyrosin und N-Acetyltyrosin-methylester werden 
von Wofatit M festgehalten. Bei beiden ist die basische Gruppe aus- 
geschaltet. Im ersten Derivat wird es wohl die Carboxylgruppe sein, 
die die Adsorption vermittelt; im zweiten wieder das phenolische 
Hydroxyl, das erst nach Besetzung der Carboxylgruppe wirken kann. 

N-Acetyl-p-methoxy-phenylalanin ist eine einfache Carbon- 
siure und wird demgemaB adsorbiert. 


p-Methoxyphenylalanin, eine Monoaminomonocarbonsaure, 
verhalt sich wie Tyrosin und lauft durch die Saéule von Wofatit M. 


6 C.S8. Cleaver u. H. G. Cassidy, J. Amer. chem. Soc. 72, 1147 [1950]. 

7 Vgl. P. Karrer, Lehrbuch d. organ. Chemie, 11. Aufl. 1950, S. 833. 

8 Wiedergegeben nach der Brénstedtschen Formulierung d. Ionisation, 
vgl. C. L. A. Schmidt, K. Appelman u. P. L. Kierk, J. biol. Chemistry 85, 137 
[1929]. 

® P.S. Winnek u. C. L. A. Schmidt, J. gen. Physiol. 18, 889 [1935]. 
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p-Methoxy-phenylalanin-methylester und sein Acetyl- 
derivat werden, wie zu erwarten, nicht adsorbiert; jener besitzt nur 
eine positive und dieses tiberhaupt keine Ladung. 

Die p-Oxyphenylbrenztraubensaure, die wie das N-Acetyl- 
tyrosin nur zwei negative Gruppen besitzt, wird dementsprechend 
quantitativ an Wofatit M adsorbiert, kann aber mit 0,2-n. und 0,5-n. 
Kalilauge nur zu 35—39°% wieder eluiert werden. Der Rest bleibt 
irreversibel gebunden. Die Adsorption wird auch hier wahrscheinlich 
zunichst durch die Carboxylgruppe vermittelt. Dann miissen sich aber 
noch andere Bindungen vielleicht iiber die Carbonylgruppe (Schiffsche 
Base?) und auch tiber den Oxyphenylrest betitigen. Dafiir spricht, 
dafS Phenol selbst ebenfalls von Wofatit M gebunden wird und nur zu 
50°, durch 0,5-n. Natronlauge wieder eluiert werden kann. 


Beschreibung der Versuche 

Die Chromatographieréhren der iiblichen Formen nahmen etwa 15 bzw. 
100 g Austauscher auf. Die Lésungen zur Adsorption und Elution liefen mit einer 
Geschwindigkeit von 10—15 Tropfen pro Minute aufsteigend durch die Saulen. 

Wofatit M wurde in der Kugelmiihle zermahlen, durch mehrmaliges Sieben 
vom Staub befreit und ein Produkt mit der linearen Korngr6Be von etwa 0,1 mm 
herausgesiebt. Nach -Auswaschen mit dest. Wasser wurde mit n-HCl iibergossen, 
neutral gewaschen, mit n-KOH iibergossen und wieder neutral gewaschen. Dieser 
Waschzyklus wurde mehrmals wiederholt und das Kunstharz schlieBlich unter 
Wasser aufbewahrt. 

Die zur Adsorption verwandten Substanzen wurden, wenn nichts anderes 
erwahnt, in 100 ccm Wasser gelést auf die Saiule gegeben (= Vorlage) und mit 
150 cem Wasser nachgewaschen (= Durchlauf). Die anschlieBenden Waschfrak- 
tionen von je 250 cem wurden gesondert aufgefangen und analysiert. In den meisten 
Fallen eluierte man mit mehreren Portionen n-KOH. Die Werte der Tab. 1 sind 
die Summen der Stickstoffanalysen (nach Kjeldahl) jeweils samtlicher Durch- 
lauf- bzw. Eluatfraktionen. 

Glutaminsdure und Asparaginsdure: Von 15 g vorbehandeltem Wofa- 
tit M wurden 50,3 mg Glutaminsiure-N (= 529 mg Glutaminsaure) vollstandig 
adsorbiert. In das Eluat mit n-KOH gingen 50,7 mg N (= 100,8%). Von 26,2 mg 
Asparaginsaiure-N (= 249 mg Asparaginsaiure) wurden 25,8 mg adsorbiert (= 98,5%). 
Das Eluat mit n-KOH ergab 26,0 mg N. 

Tryptophan (Hoffmann-La Roche): 100 g Wofatit M adsorbierten aus 
neutraler waBriger Lésung von 61,0 mg Tryptophan-N (= 445 mg Tryptophan) 
59,2 mg (= 97%). Mit n-KOH wurden 60,6 mg N eluiert. Bei pq 9 (mit wenig 
NaOH eingestellt) wurden von 53,8 mg Tryptophan-N 31,1 mg (= 57,8%) adsor- 
biert, der Rest befand sich im Durchlauf. Eluiert wurden 31,4 mg N. 

Tryptophanmethylester-HCl (nach Abderhalden und Kempe?® dar- 
gestellt). 13,0 mg N wurden vorgelegt und 13,6 mg im Durchlauf wiedergefunden. 

Phenylalanin (Hoffmann-La Roche): 40,0 mg N wurden vorgelegt und 
41,0 mg im Durchlauf wiedergefunden. 

Tyrosin und Derivate: Durch zweimaliges Umkristallisieren eines Tyrosin- 
praparates aus Gesamtbluthydrolysat wurde ein hinreichend reines Ausgangs- 
produkt erhalten. Die Ergebnisse der Adsorptionsversuche enthalt Tab. 1. 

N-Acetyltyrosin™: Einer Suspension von 90,5 g Tyrosin in 500 ccm 
Wasser wurden bei 90—95° 375 ccm 95-proz. Essigsiureanhydrid in 8 Por- 
10 FE, Abderhalden u. M. Kempe, diese Z. 52, 214 [1907]. 

11 L, D. Behr u. H. T. Clarke, J. Amer. chem. Soc. 54, 1630 [1932]. 
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Tab. 1. Verlauf der Adsorption und Elution verschiedener Derivate des Tyrosins 
an Wofatit M. 





Elutions- 


ins, mt 
vorgang — 


R “a “60-bH, bi ~| Gs a y, egy Prorat 
mg N v mgN]| lage |jmgN % 
HO-C,H,:-CH,-CH(NH,)-COOH 14,3 r — — |14,8 103 
HO-C,H,-CH,-CH(NH,)-COOR, 18,8 5 18,2 97 | 19,1 102 
HO-C,H,-CH,-CH(NH-R,)-COOH | 50,9 54,1 54,1 106 
R,0-C,H,-CH,-CH(NH,)-COOH |~ 5,6 f 5,7 102 
HO-C,H,-CH,-CH(NH-R,)-COO-R} 43,7 44,3 
R,0-C,H,-CH,-CH(NH,)-COOR, | 28,9 29,2 
R,0O-C,H,-CH,-CH(NH-R,)-COOH| 40,9 42,6 
R,0-C,H,-CH,-CH(NH-R,) 
‘-COOR, .... 
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tionen zugegeben, nachdem sich jeweils das Aufwallen gesetzt hatte. Nach Ein- 
engen im Vakuum verblieb ein sirupartiger, schwach gelber Riickstand, der in Aceton 
gelést und von einer kleinen Menge Tyrosin abfiltriert wurde. Nach Abdampfen 
des Acetons wurde bei 75° im Vakuum iiber KOH neben P,O; getrocknet und aus 
Dioxan umkristallisiert. Schmp. 138—140°. Leicht léslich in Wasser. 

Tyrosinmethylester!: In eine Suspension von 10g Tyrosin in 50 ccm 
trockenem Methanol wurde trockener Chlorwasserstoff ohne Kihlung bis 
zur Sattigung eingeleitet, 1O—15 Min. auf dem Wasserbad erwarmt und in Kalte - 
mischung abgekiihlt. Das Esterhydrochlorid fiel in farblosen Nadeln aus. Es wurde 
aus Essigester umkristallisiert, in der 10-fachen Menge Wasser gelést!® und unter 
Kiihlung die berechnete Menge starker NaOH zugefiigt. Der freie Ester fiel fast 
quantitativ aus. Zur vélligen Reinigung kristallisierten wir ihn aus heiBem Essig- 
ester um. Schmp. 135°. Er lost sich wenig in Wasser. 

N-Acetyl-tyrosinmethylester: 15g N-Acetyltyrosin, tiber P,O, 
und KOH im Vakuum scharf getrocknet, wurden in 50 cem trockenem Methanol 
gelést und trockener Chlorwasserstoff unter Kihlung bis zur Sattigung ein- 
geleitet, 15 Min. auf dem Wasserbad erwirmt und dann das Lésungsmittel auf dem 
Wasserbad entfernt. Das schwach gelbe Reaktionsprodukt wurde dann mit Wasser 
geschiittelt, um nicht verestertes Acetyltyrosin herauszulésen. Der in Wasser 
schwer lésliche Ester schied sich hierbei in weiBen Flocken ab. Nach Abfiltrieren, 
Waschen mit Ather und Umkristallisieren aus Aceton schmolz er bei 134°. Ausb. 
12g. Blutrote Farbung mit Millons Reagens. 

Ber. C 60,76, H 6,33, N 5,90, OCH, 13,08. 

Gef. C 60,79, H 6,37, N 5,85, OCH, 12,80. 

p-Methoxy-tyrosin tiber p-Methoxy-N-acetyl-tyrosin: Der sirup- 
artige Riickstand von der Acetylierung des Tyrosins (90,5 g) wurde in 400 ccm 
Wasser gelést, mit Bariumcarbonat neutralisiert und mit 189,5 g Bariumhydroxyd 
versetzt. Unter mechanischem Riihren wurden 126 g Dimethylsulfat in 4 Por- 
tionen zugegeben und die Temperatur zwischen 30 und 40° gehalten. Nach vdlliger 
Zugabe wurde noch 2 Stdn. weitergeriihrt, von einem kleinen Bodensatz filtriert, 
in eine Lésung von 100 g konz. Schwefelsdure in 500 cem Wasser bei Siedetempe- 


12 E. Fischer u. W. Schrauth, Liebigs Ann. Chem. 354, 34 [1907]. 
13 E, Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 855, Anm. 2 [1908]. 
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ratur einlaufen gelassen, und nach Erkalten vom Bariumsulfat filtriert. Ein Teil 
des p-Methoxy-N-acetyl-tyrosins schied sich als Ol ab, das im Eisschrank langsam 
auskristallisierte. Rohprodukt Schmp. 145°, nach Umkristallisieren aus Wasser 
Schmp. 150—151°. Eine kongosaure Lésung des Zwischenproduktes wurde 72 Stdn. 
auf dem Wasserbad erhitzt und dann unter vermindertem Druck bis fast zur 
Trockne eingeengt. Der Riickstand erstarrte beim Abkiihlen zu einer kristallinen 
Masse, die zuerst mit kaltem Eisessig, dann mit Aceton gewaschen wurde, bis sie 
farblos und saurefrei war. Nach Trocknen im Vakuum iiber P,O, betrug die Aus- 
beute 81,5 g p-Methoxytyrosinsulfat, Schmp. 188—189°. Das schwefelsiurefreie 
Produkt lieB sich leicht darstellen, indem zur heiBen waBrigen Losung Ammoniak 
in geringem UberschuB zugefiigt wurde. Die farblos schimmernden Blattchen von 
freiem p-Methoxy-tyrosin schmolzen nach Umkristallisieren aus Wasser bei 
264—265° (unkorr.). 

Ber. N 7,17, OCH, 15,90. Gef. N 7,12, OCH, 16,10. 

p-Methoxy-tyrosin-methylester (HCl): 5g p-Methoxy-tyrosin 
wurden in 50 cem absol. Methanol suspendiert und trockner Chlorwasserstoff bis 
zur Sattigung eingeleitet, wobei die Substanz in Lésung ging. Nach 15 Min. Er- 
wairmen auf dem Wasserbad wurde in Eis-Kochsalzmischung abgekiihlt, wobei 
weiBe Nadeln ausfielen. Aus Methanol umkrist. Schmp. 208° (Zers., unkorr.). 

Ber. N 5,7, OCH, 25,2. Gef. N 5,7, OCH, 23,9. 

Beim Versuch, durch Zugabe eines kleinen Uberschusses von Ammoniak den 
freien Ester darzustellen, wurde die Verbindung rasch zu p-Methoxy-tyrosin ver- 
seift. F 

p-Methoxy-N-acetyl-tyrosin-methylester: lg p-Methoxy-tyro- 
sin-methylester-hydrochlorid wurde in 5 cem Wasser gelost und im Wasser- 
bad auf 80—90° erwarmt. Zu 4 Anteilen wurden dann 4 ccm Essigséureanhydrid 
zugefiigt. Nach Abdampfen der Essigsiure im Vakuum verblieb eine schwach gelb 
gefarbte Substanz, die tiber Atznatron neben P,O, getrocknet und aus Aceton um- 
kristallisiert wurde. Farblose Tafeln, Schmp. 106—107°"4 (unkorr.). Etwas léslich 
in Wasser. 

Ber. N 5,58, OCH, 24,7. Gef. N 5,68, OCH, 23,6. 

p-Oxyphenylbrenztraubensaiure (Chemiewerk Homburg A.-G.) wurde 
nach Felix und Teske” quantitativ bestimmt. Vorversuche ergaben, daB nach 
Versetzen waBriger Lésungen mit KOH verschiedener Konzentration und anschlie- 
Bendem Ansiuern mit Schwefelséure stets die vorgelegte Menge p-Oxyphenyl- 
brenztraubenséure wieder gefunden wird. Im ersten Versuch wurden 63,0 mg Saure 
volistandig adsorbiert, jedoch mit n/5- und dann mit n/2-KOH nur 24,3 mg 
(= 38,6) wieder eluiert. Im zweiten Ansatz konnten von 105,4 mg adsorbierter 
Saure nur 36,9 mg (= 35,0%) eluiert werden. Nach Ausstofen des Adsorbens aus 
der Réhre und dreimaligem, jeweils 34-stdg. Erhitzen mit n/2-KOH auf dem Wasser- 
bad konnten von den 62—64% adsorbiert gebliebener Séure nur noch 14% wieder 
gewonnen werden. Der Rest blieb irreversibel auf dem Adsorbens haften. 

Phenol: 41,2 mg Phenol wurden von 100 g Wofatit M vollstandig adsorbiert. 
Mit »/2-NaOH konnten jedoch nur 20,2 mg wieder eluiert werden. Das Phenol 
wurde mit der Millon-Reaktion quantitativ bestimmt. 


Zusammenfassung 


Tryptophan und Tyrosin sowie einige Derivate dieser beiden 
Aminosaiuren wurden auf ihre Adsorbierbarkeit an Saéulen aus dem 
Anionenaustauscher Wofatit M gepriift. Wahrend die erste Amino- 
siiure quantitativ zuriickgehalten wird, liuft die zweite durch. Die 


4 R.L.M. Synge, Biochem. J. 38, 1931 [1939]. 
1 K. Felix u. R. Teske, diese Z. 267, 173 [1941]. 
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Ester der beiden aromatischen Aminosiuren verhalten sich gerade 
umgekehrt. 

Wenn die Aminogruppe durch Acetylierung ausgeschaltet ist, 
werden Tyrosin und sein Methylester adsorbiert. 

p-Methoxy-phenylalanin wird nicht adsorbiert, dagegen sein 
N-Acetylderivat. 

p-Oxyphenylbrenztraubensaure wird quantitativ adsorbiert, 
kann aber nur teilweise wieder ecluiert werden. 


Untersuchungen iiber die Biirzeldriise der Vogel 
III. Mitteilung 


Strukturaufklirung der optisch aktiven Heptansiure 
aus Biirzeldriisen von Enten 


Von 
Giinther Weitzel, Anna-Maria Fretzdorff und Jutta Wojahn 
Medizinische Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, Gottingen 
Mit ramanspektroskopischen Messungen 
Von 
J. Goubeau 
Anorganisch-chemisches Institut der Universitat Gdttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1952) 


Die chemische Aufarbeitung der Fettstoffe aus den Biirzeldriisen 
von Enten hatte ergeben!*, daB es sich hierbei nicht um ,,Fett* 
im iiblichen Sinne handelt, sondern da® in der Driise und ihrem Sekret 
aliphatische Verbindungen ungewohnlicher Struktur auftreten. Das 
Unverseifbare besteht fast nur aus Octadecylalkohol, auf den 
gewichtsmibig fast die Halfte der Fettstoffe entfallt. Besonders auf- 
fallend ist aber, daB von den Fettsiiuren etwa 75°, (in Mol berechnet) 
eine verzweigte Kohlenstoffkette besitzen. Auch die Verteilung der 
Kettenlangen weicht von den bei tierischen Fettstoffen gewohnten Ver- 
haltnissen ab: Von den Gesamtfettsiuren aus Entendriisen ist etwa 
ein Drittel wasserdampffliichtig und enthalt nur optisch aktive, 
verzweigtkettige Siuren, die in der Hauptsache aus einer gesittigten 
Heptansidure-Fraktion bestehen. 


1G. Weitzel, Tagung Dtsch. Ges. Physiol. Chem., Mainz 31. 8. 1951. s. a. 
Angew. Chem. 63, 571 [1951]. 

2 G. Weitzel, Fette u. Seifen 53, 667 [1951]. 

3G. Weitzel u. K. Lennert, I. Mitt., diese Z. 288, 251 [1951]. 





30 G. Weitzel, Anna-Maria Fretzdorffu. Jutta Wojahn, Bd. 291 (1952 


Da die hoheren, nicht fliichtigen Fettsiuren aus Entendriisen sich 
aus einigen geradkettigen und einer gréBeren Zahl verzweigtkettiger 
Saiuren zusammensetzen, entspricht die optisch aktive Heptansaure 
derjenigen Einzel-Fettsiure, auf welche prozentual der héchste Anteil 
an den Gesamtfettsiuren entfallt, d.h. etwa 30 Gew.%. Daher be- 
faBten wir uns zunéchst mit der Strukturaufklirung der optisch aktiven 
Heptansiure-Fraktion, wobei es aber von Anfang an fraglich war, ob 
es sich dabei um eine einheitliche Saure handelte. 

Uber die Gewinnung der wasserdampffliichtigen Fettsiuren aus 
Biirzeldriisen von Enten haben wir® vor kurzem berichtet. Inzwischen 
arbeiteten wir weiteres Driisenmaterial auf und fanden immer wieder, 
daB etwa ein Drittel der Gesamtfettsiuren wasserdampffliichtig ist, 
und da die C,-Fraktion davon die Hauptmenge ausmacht. Eine Saure 
mit 6 oder weniger C-Atomen lie8 sich niemals nachweisen, ebensowenig 
eine ungesadttigte wasserdampffliichtige Séure. ‘ Bei der Mikro- 
hydrierung nahm die optisch aktive Heptansiiure keinen Wasserstoff 
auf, so daB auch die Anwesenheit etwaiger durch die iibliche Jodzahl- 
bestimmung nicht erfaBbarer Doppelbindungen ausscheidet. Die 
C-Alkyl-Bestimmung nach Kuhn-Roth ergab einen seitenstandigen 
Alkylrest; man fand fiir Biirzel-Heptansiiure 70,5°%, fiir eine zum Ver- 
gleich ebenso behandelte synthetische 4-Methyl-hexansiure 76,5% 
der zu erwartenden zwei CH,-Gruppen. Die analysenreinen Heptan- 
siiurefraktionen aus verschiedenen Aufarbeitungen wichen jedoch in 
einer Hinsicht voneinander ab: ihre optischen Drehungen zeigten 
erhebliche Unterschiede. Die in unserer friiheren Arbeit? isolierte 
Heptansiure hatte die Drehung [«]7’ = — 13.56°. In spiteren Auf- 
arbeitungen fanden wir fiir die analysenreinen Heptansaure-Fraktionen : 
[a]}i’ = —5,77° und — 9,44°. 

Aus Griinden, die weiter unten erértert werden, besteht die optisch 
aktive Heptansaiure-Fraktion aus einer oder mehreren Methyl-hexan- 
siuren. Fiir diese finden sich in der Literatur folgende Drehwerte: 
2-Methyl-hexansiure: [«]?? = + 19,7° (Ather)* und [a]j? = — 14,6° 
({unverdiinnt)>. 3-Methyl-hexansaure : [a ]7/) = —2,52°°, [a]? =—2,54°? 
und [a] = +2,49°7. 4-Methyl-hexansiure: [«]?? = + 8,44°° und 
[a]j? = +8,53°%. Ein Vergleich der Literaturwerte mit der optischen 
Drehung unserer Heptansaurefraktionen aus Biirzeldriisen erlaubt 
jedoch keine bindenden Schliisse, da die Méglichkeit einer partiellen 
Racemisierung im Laufe der chemischen Aufarbeitung nicht auszu- 
schlieBen ist. Denn zur vollstandigen Verseifung des Biirzeldriisenfettes 


P. A. Levene u. L. W. Bass, J. biol. Chemistry 70, 217 [1926]. 

P. A. Levene u. L. A. Mikeska, J. biol. Chemistry 84, 581 [1929]. 
P. A. Levene u. R. E. Marker, J. biol. Chemistry 91, 77 [1931]. 
J. Cason, J. Amer. chem. Soc. 72, 4695 [1950]. 

I. Welt, Ann. Chim. Phys. (7) 6, 132 [1895]. 

P. Walden, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 399 [1905]. 
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sind energische MaSnahmen erforderlich, z. B. stundenlanges Kochen 
mit Natriumathylat. 

Die Konstitutionsermittlung der optisch aktiven Heptansaure ging 
von der Annahme aus, da am ehesten mit einer methyl-substituierten 
Hexansaure zu rechnen sei, wobei auf Grund der optischen Aktivitat 
5-Methyl-hexansiure ausschied, so daB 2-, 3- und 4-Methyl-hexansaure 
in Frage kamen. Weniger wahrscheinlich war das Vorliegen einer athyl- 
verzweigten Pentansdure, dann ware nur 2-Athyl-pentansaure méglich 
gewesen. Denn 3-Athyl-pentansiure ist nicht optisch aktiv und 4-Athyl- 
pentansaure ist mit 4-Methyl-hexansiure identisch. SchlieBlich konnte 
es sich aber auch um ein Gemisch aus optisch aktiven und inaktiven 
Séiuren handeln, z.B. um optisch aktive 3-Methyl-hexansaiure mit 
beigemengter 5-Methyl-hexansaure. 

2-Methyl-, 3-Methyl-, 4-Methyl- und 5-Methyl-hexansiure sowie 
2-Athyl-pentansaure stellten wir als Vergleichssubstanzen synthetisch 
dar (siehe Versuchsteil). Gewisse Hinweise auf die Struktur der un- 
bekannten Heptansaure aus Biirzeldriisen gab bereits die Bestimmung 
der Siedepunkte der Sauren, ihrer Athylester und der daraus durch 
Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid erhaltenen Alkohole. Sauren, 
Ester und Alkohole wurden unter genau den gleichen Versuchsbedin- 
gungen hinsichtlich Apparatur, Menge, Destillationsgeschwindigkeit und 
Luftdruck am gleichen Tage nacheinander tiber kleine Kolonne destilliert 
und die Siedepunkte verglichen. Von den synthetischen Saéuren und 
ihren Derivaten ging praktisch die Gesamtmenge in einen Bereich iiber, 
der dem in Tab. 1 angegebenen Siedepunkt auf +-1° entspricht. Die un- 
bekannte Heptansiure und ihre Derivate zeigten keinen so engen 
Sicdebereich, von der Siéure entsprachen etwa 80—90°%, dem Siede- 
punkt der Tab. 1. Dabei lieB sich ein sehr geringer, deutlich niedriger 
siedender Vorlauf abtrennen, der von 204° ab ohne Ausprigung eines 
scharfen Siedepunktes destillierte. Die Analysen dieses Vorlaufs (siehe 
Versuchsteil) stimmten aber ebenfalls fiir Heptansiure. Damit deuten 
die Siedepunkte der Tab. 1 darauf hin, daB es sich bei der unbekannten 
Heptansdiure aus Birzeldriisen um eine 4-Methyl-hexansiure 
handelt, die jedoch nicht ganz einheitlich ist. 


Tab. 1. Siedepunkte synthetischer Methyl-hexansiuren und ihrer Derivate, 
verglichen mit entsprechenden Verbindungen aus Biirzeldriisen 





Siedepunkte 
des Esters 





Saure 


| des Alkohols 


der Saure | 





2-Methyl-hexansiure 
3-Methyl-hexansaure 
4-Methyl-hexansaure . 
5-Methyl-hexanséure . . 
Heptansaure aus Biirzel- 
driise . SS oe 





207°/746 mm 
209°/746 mm 
214°/746 mm 
219°/753 mm 


214°/746 mm 
(geringer Vor- 
lauf ab 204°) 





172°/743 mm 
174°/743 mm 
178°/743 mm 
182°/741 mm 


178°/743 mm 





163°/734 mm 
166°/734 mm 
168°/734 mm 
1719/743 mm 


168°9/734 mm 
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Als Derivate der optisch aktiven Heptansiure aus Biirzeldriisen 
und der fiinf synthetischen Heptansiuren stellten wir durch Umsetzung 
der freien Séuren mit o-Phenylen-diamin die 2-Alkyl-benzimidazole!° 
dar, z. B. das Benzimidazol von 2-Methyl-hexansiure, nach folgendem 
Schema: 

CH; UN, CH; 
2 | HOOC-CH-[CH,],-CH, — | C-CH-[CH,],-CH, + 2H,0 
. N’ 
H 


NH, 
y NH, 


Fiir fliissige Fettsiiuren niederer Kohlenstoffzahl, wie sie hier vorliegen, 
sind die 2-Alkyl-benzimidazole zur Identifizierung und Charakterisierung 
gut geeignet, weil sie geniigend hoch schmelzen, zwischen benach- 
barten Homologen betrachtliche Schmelzpunktdifferenzen zeigen und 
die Misch-Schmelzpunkte benachbarter Glieder deutiliche Depressionen 
aufweisen, siehe hierzu!! !°, 
Tab. 2. Schmelz- und Misch(1:1)-Schmelzpunkte der 2-Alkyl-benzimidazole 
verzweigtkettiger Heptansauren. 





’ 2-Methyl-| 3-Methyl-| 4-Methyl-| 5-Methyl-| Heptan- 
Alkyl-benzimidazoI von: | hexan- | hexan- | hexan- | hexan- | saure aus 
saure siure siure siure | Biirzeldr. 





2-Methyl-hexansaure . . 171°* | 164—1669| 156—155°| 162—1639| 142—145° 

3-Methyl-hexansiaure . . — 165—1669 143—144°| 143 —144° 132—133° 
0 

4-Methyl-hexansaure . . — 134°*** | 125—126°% 128—129° 

5- Methyl- hexansaure . — — 108°*** | 121—123° 

Heptansaure aus Birzel- 

MURS Sy we eists: se) — — — — 125—126° 

















* sublimiert stark ** sublimiert schwach *** sublimiert nicht. 


Betrachtet man zuniachst die Schmelzpunkte der einheitlichen Benz- 
imidazole (diagonal in Tab. 2), so liegt der Schmelzpunkt des Derivates 
der unbekannten Heptansiure aus Biirzeldriisen demjenigen des Benz- 
imidazols von 4-Methyl-hexansiure am nichsten. Die Derivate von 
2- und 3-Methyl-hexansiure schmelzen dagegen wesentlich héher und 
zeigen auBerdem deuiliche Sublimation, welche bei dem Benzimidazol 
der Birzel-Heptansiure véllig fehlt. Das Benzimidazol von 5-Methyl- 
hexansiure, welches um 17—18° tiefer schmilzt als das Derivat der 
Biirzel-Heptansiure, scheidet in dieser Betrachtung wegen der fehlenden 
optischen Aktivitét der Saéure aus. Damit spricht der Vergleich der 
Schmelzpunkte zwar dafiir, daB dem unbekannten Benzimidazol am 
ehesten eine 4-Methyl-hexansiiure zugrunde liegen kénnte; es besteht 


10 R. Seka u. R. H. Miiller, Monatsh. Chem. 57, 97 [1931]. 

l A, W. Ralston, Fatty acids. New York u. London 1948, S. 310 u. 617. 
2 W. O. Pool, H. J. Harwood u. A. W. Ralston, J. Amer. chem. Soc. 
59, 178 [1937]. 





Bd. 291 (1952) Untersuchungen iiber die Biirzeldriise der Végel III 


aber durchaus keine Ubereinstimmung der Schmelzpunkte, denn das 
synthetische Derivat schmilzt um 8° héher. Dies kann einerseits darauf 
beruhen, daf das synthetische Derivat nicht optisch aktiv ist, oder 
andererseits darauf, da& das Naturprodukt als Séure nicht einheit- 
lich ist. 

Aus den Misch-Schmelzpunkten der Tab. 2 ist ersichtlich, dab 
auch Gemische der Benzimidazole synthetischer Saiuren den Schmelz- 
punkt des Derivates der Biirzel-Heptansiure besitzen kénnen (z. B. 
4-Methyl- und 5-Methyl-hexansaure), doch lassen sich hieraus keine 
bindenden Schliisse ziehen, da die Misch-Schmelzpunkte der Tab. 2 
dem Substanzverhaltnis 1:1 entsprechen. Bei der Herstellung des 
Benzimidazols aus Biirzel-Heptansaiure war jedoch folgendes zu beob- 
achten: Nach dreimaligem Umkristallisieren aus waGrigem Athanol 
schmolz die Substanz bei 135° und zeigte schwache Sublimation, 
durch weiteres Umkristallisieren sank der Schmelzpunkt auf 125—126° 
(dieser Wert ist in Tab. 2 angegeben) und die Substanz sublimierte 
nicht mehr. Dies spricht dafiir, daB zunachst ein Gemisch eines nicht 
sublimierenden mit einem sublimierenden Benzimidazol vorlag (entspr. 
4-Methyl-hexansaure + 2-Methyl- oder 3-Methyl-hexansiure), und daf 
das letztere durch wiederholtes Umkristallisieren abgetrennt wurde. 
Wie schon die Siedepunkts-Bestimmungen andeuteten und wie weiter 
unten durch Raman-Messungen gezeigt wird, besteht die optisch aktive 
Heptansiéure-Fraktion der Birzeldriise aus cinem Gemisch von 2-Methyl- 
und 4-Methyl-hexansaéure, wobci auf Grund der Raman-Linien das 
Mengenverhialtnis etwa 1:4 betragt. Dementsprechend bestimmten 
wir den Schmelzpunkt eines Gemischs der Benzimidazole von 2-Methyl- 
und 4-Methyl-hexansiure im Gewichtsverhaltnis 1:4. Wir erhielten 
praktisch das gleiche Bild wie nach dreimaligem Umkristallisieren (s. 0.) 
des Benzimidazols der Biirzel-Heptansiure: Schmp. 134—136° mit 
schwacher Sublimation. 

Zusammenfassend kann man daher aus den Schmelz- und Misch- 
Schmelzpunkten der 2-Alkyl-benzimidazole schlieBen, daB keine der 
vier Methyl-hexansiuren allein vorliegt und daB Gemische von 2- 
Methyl- und 3-Methyl-hexansiure oder von diesen beiden mit 5-Methyl- 
hexanséure ausscheiden. Vielmehr dirfte der Hauptanteil auf 4-Methyl- 
hexansiure entfallen, die begleitet wird von einer Saure, welche ein 
sublimierendes Benzimidazol liefert, d. hh. von 2- oder 3-Methyl-hexan- 
sdure. 

Tab. 3 gibt einen Uberblick iiber die Schmelzpunkte der Amide. 
Das Amid der Biirzel-Heptansiure liegt mit dem Schmp. 90,5—91° 
mehr als 20° iiber dem Amid der 2-Methyl-hexansiure, aber nur wenige 
Grade unter den Schmelzpunkten der Amide von 3-Methyl- und 4-Methy]l- 
hexansdéure. Das Amid der 5-Methyl-hexansiiure muB als Derivat einer 
nicht optisch aktiven Saure hier zunaichst auBer Betracht bleiben. 

Die Amide der 3- und 4-Methyl-hexansiure zeigen den gleichen 
Schmelzpunkt (96—97°), ihre Misch-Schmelzpunkte mit dem Amid der 
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Tab. 3. Schmelz- und Misch(1:1)-Schmelzpunkte der Amide 
verzweigtkettiger Heptansauren. 





2-Methyl-| 3-Methyl-| 4-Methyl-} 5-Methyl-| Heptan- 
Amid von hexan- hexan- hexan- hexan- | sdure aus 
saure saure siure siure |Biirzeldr. 





2-Methyl-hexansaure . . 67,5—68°| 71—72° | 83—84° | 97—§ 72—73° 
3-Methyl-hexansaure . . -- 96—97° |96,5—97° | l1OO—101°| 83—84° 
4-Methyl-hexansaure . . — 96—97° | 95—96° | 91—92° 
5- Methyl- hexanséure . . — — 102—103°| 93—94° 
Heptansaure aus Biirzel- 

‘Ce a a — - - 90,5—91° 

















Biirzel-Heptansiure sind jedoch verschieden: 83—84° mit 3-Methyl- 
hexansdure-amid, 91—92° mit 4-Methyl-hexansiure-amid. Der erst- 
venannte Misch-Schmelzpunkt zeigt gegeniiber dem reinen 3-Methyl- 
hexansaure-amid eine Depression von 13—14°, gegeniiber dem un- 
bekannten Heptanséure-amid eine solche von rund 7°; dagegen unter- 
scheidet sich der zweitgenannte Misch-Schmelzpunkt kaum vom Schmelz- 
punkt des unbekannten Heptansiure-amids allein und liegt nur etwa 5° 
unter demjenigen des reinen 4-Methyl-hexansaure-amids. Die Wahr- 
scheinlichkeit spricht daher fiir das Vorliegen von 4-Methyl-hexansaure 
in der unbekannten Heptansiure aus Biirzeldriise. 

Die Misch-Schmelzpunkte des Amids der Biirzel-Heptansdure mit 
den Amiden von 2-, 3-, 4- und 5-Methyl-hexansaure (letzte Spalte in 
Tab. 3) zeigen ansteigende Tendenz. Wenn das unbekannte Amid mit 
demjenigen von 2-Methyl-hexansiure identisch wire, so miiBte man 
annehmen, da8 der betreffende Misch-Schmelzpunkt hoher lage, waihrend 
derjenige des unbekannten Amids mit 4-Methyl-hexansaure-amid tiefer 
liegen miiBte. Eine so ausgeprigte, zur Identifizierung verwertbare 
Sublimation wie einige 2-Alkyl-benzimidazole (s. 0.) zeigen die Amide 
nicht. Die vergleichende Betrachtung der Schmelz- und Misch-Schmelz- 
punkte laBt aber doch mit aller Vorsicht den Schlu8 zu, da’ 4-Methyl- 
hexansiure zumindest der Hauptbestandteil der Heptansaure aus 
Biirzeldriisen sein diirfte. Dagegen kann man aus den Schmelzpunkten 
der Amide nicht erkennen, ob und inwieweit die Biirzel-Heptansaure 
ein Gemisch verschiedener Methyl-hexansiuren ist. Wir bestimmten 
jedoch auch hier wie bei den Alkyl-benzimidazolen (s. 0.) den Schmelz- 
punkt eines Gemisches von 2-Methyl- mit 4-Methyl-hexansiure-amid 
im Gewichtsverhiltnis 1:4, da dieses Verhiltnis etwa der Zusammen- 
setzung der Biirzel-Heptansiiure (s. u.) entspricht. Der Misch-Schmelz- 
punkt lag bei 93—94°, d.h. sehr nahe beim Schmelzpunkt des un- 
bekannten Amids (90,5—91°), so daB auch daraus auf 4-Methyl-hexan- 
siure als Hauptbestandteil der Biirzel-Heptansiiure geschlossen werden 
kann. 

Die unbekannte Heptansiure kénnte auch, wie oben schon erwahnt 
wurde, mit 2-Athyl-pentansdure identisch sein. Allerdings sind 
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athyl-substituierte Fettséuren in der Natur noch nie aufgefunden worden. 
Wir synthetisierten 2-Athyl-pentansiiure und stellten das Amid dar. 
Dieses sublimierte sehr stark, Schmp. 102,5—103°. Der Misch-Schmelz- 
punkt mit dem Amid der Biirzel-Heptansiaure, welches allein keine 
Sublimation zeigt, lag bei 84—85°. Die fehlende Sublimation des 
Biirzel-Heptansiéure-amids und die betrachtliche Depression des Misch- 
Schmelzpunktes sprechen gegen das Vorliegen von 2-Athyl-pentansiure. 
Zur weiteren Strukturaufklirung zogen wir den Silbersalzabbau 
mit Brom heran. Unter Verlust des Carboxyl-Kohlenstoffs entsteht dabei 
aus einer am C-Atom 2 alkylierten Saure ein sekundires, aus einer an 
anderer Stelle substituierten Siiure ein primares Bromid. Wir erhielten 
dementsprechend aus 2-Metliyl-hexansiure 2-Brom-hexan (1), aus 
3-Methyl-hexansiiure 1-Brom-2-methyl-pentan (II), aus 4-Methyl- 
hexansiure 1-Brom-3-methyl-pentan (III) und aus der optisch aktiven 
Heptansiure-Fraktion der Biirzeldriise ein Bromid unbekannter 
KXonstitution. 
CH, ; es 
[CH,], Hy), CH, 
I CH-Br CH, (HCH, 
CH,-Br 


Fiir die priaiparative Darstellung sehr reiner Alkylbromide hat sich 
der Bromabbau der Silbersaize nach der von Liittringhaus und 
Schade!? sowie von Hunsdiecker! angegebenen Arbeitsweise all- 
gemein bewahrt; wir haben das Verfahren mit gutem Erfolg beim Abbau 
normaler!® und verzweigter!® Fettsiuren der verschiedensten Ketten- 
langen benutzt. Entscheidend fiir die Anwendung des Silbersalzabbaus 
bei der Konstitutionsermittlung der unbekannten Heptansaure aus Biir- 
zeldriisen war jedoch der inzwischen von verschiedenen Autoren!*-*? ge- 
fiihrte Beweis, da die Umsetzung als radikalischer Reaktionsmechanis- 
mus unter Erhaltung der Kohlenstoffstruktur der Rest-Molekel 
abliuft. DaB auch der Silbersalzabbau verzweigtkettiger Saiuren, selbst 
bei «-standiger Verzweigung, nicht zu Umlagerungen im Kohlenstoff- 
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geriist fiihrt, konnte Cason™ durch Bromierung der Silbersalze von 
2-Methyl-pentan- und 2-Athyl-butansiure zeigen. Die erhaltenen sekun- 
daren Bromide (2-Brom-pentan und 3-Brom-pentan) waren von gr6Berer 
Reinheit und ihre Anilide besaBen héhere Schmelzpunkte als die gleichen 
in iiblicher Weise durch Bromierung der entsprechenden Alkohole direkt 
gewonnenen Bromide bzw. deren Anilide. Ist das «-Kohlenstoffatom 
des Silbersalzes R -COOAg asymmetrisch, so tritt wihrend der Reak- 
tion vollkommene Racemisierung ein, eine Umlagerung im Kohlenstoff- 
geriist von R erfolgt dagegen nicht’. 

Die drei synthetischen Alkylbromide und das aus Biirzel-Heptan- 
siiure erhaltene Bromid wurden im Chemischen Institut der Universitit 
Géttingen von Professor Goubeau ramanspektroskopisch untersucht*, 
eine Zusammenstellung der einzelnen MeBergebnisse findet sich am 
SchluB8 des experimentellen Teils dieser Arbeit. Aus dem Vergleich der 
beobachteten Spektren geht hervor, da8 das Bromid III aus 4-Methyl- 
hexansdure den Hauptanteil in dem aus der Biirzel-Heptansaure dar- 
gestellten Bromid ausmacht, daB in letzteren aber auBerdem eine 
kleine Menge 2-Brom-hexan enthalten ist. Dagegen tritt das Bromid II 
aus 3-Methyl-hexansiure in dem Bromid unbekannter Struktur nicht 
auf. Auf Grund der Raman-Messungen liBt sich daher sagen, daB die 
Heptansdure aus Birzeldriisen zu 70—80°%, aus 4-Methyl- und zu 20 
bis 30% aus 2-Methyl-hexansiure besteht. 

Diese an den Bromiden gewonnenen Ergebnisse wurden gesichert 
durch Raman-Messungen der freien Siuren. Die Auswertung der 
Spektren (siehe Versuchsteil) von 2-Methyl-, 3-Methyl-, 4-Methyl- und 
5-Methyl-hexansiure und der Heptansiure-Fraktion aus Biirzeldriisen 
ergab, daB der Hauptbestandteil (70—80°,) des unbekannten Gemischs 
4-Methyl-hexansiaure ist, waihrend 2-Methyl-hexanséiure zu etwa 
20—30% darin enthalten ist. 5-Methyl-hexansiiure lie sich nicht nach- 
weisen. Unsicher ist, ob 3-Methyl-hexansiure vorhanden ist. Thre An- 
wesenheit ist nach der Analyse der Spektren wenig wahrscheinlich ; 
wenn iiberhaupt, dann tritt sie nur in wenigen Prozenten (max. 5%) auf. 

Von den Gesamtfettsiuren aus Entendriisen entfallen etwa 30 Ge- 
wichts-Prozent auf die optisch aktive Heptansiure-Fraktion, bei molarer 
Berechnung liegt dieser Prozentsatz noch héher. Da der gréBte Teil 
der Fettsiuren an Octadecylalkohol gebunden ist, enthalt auf Grund 
unserer Untersuchungen das Driisensekret von Enten die n-Octade- 
cylester der linksdrehenden Formen von 4-Methyl- und 2-Methyl-hexan- 
siure, wobei die Saurekomponenten im ungefaihren Mengenverhiltnis 
4:1 auftreten. Wir haben die aus Biirzeldriisen gewonnene linksdrehende 
Heptansaure-Fraktion mit n-Octadecanol umgesetzt und erhielten einen 
bei 17—17,5° schmelzenden Ester. Auch die n-Octadecyl-ester der 
synthetischen 2-Methyl- und 4-Methyl-hexansiure erwiesen sich als 







































23 J. Cason u. R. Mills, J. Amer. chem. Soc. 78, 1354 [1951]. 
* Fiir die Ausfiihrung und Beurteilung der Raman-Messungen sind wir Herrn 
Professor Goubeau und Fraulein Dr. E. Jahn zu groBem Dank verpflichtet. 
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farblose, bei-Zimmertemperatur fliissige Ole (Darstellung und Versei- 
fungszahlen siehe im Versuchsteil). Der hochschmelzende und als Grenz- 
flachenfilm sehr starre und bréckelige Octadecyl-alkohol erfaihrt also 
durch Veresterung mit verzweigten Saiuren mittlerer Kettenlinge eine 
Erweichung und Verfliissigung, so daB auf diese Weise ohne Zuhilfe- 
nahme ungesittigter Bindungen wasserabweisende fliissige Sub- 
stanzen mit 25 Kohlenstoffatomen entstehen. Eine auf diesen und ahn- 
lichen Uberlegungen beruhende Deutung des Vorkommens von Octa- 
decylestern verzweigtkettiger Fettsiuren im Biirzeldriisensekret haben 
wir kiirzlich an anderer Stelle? gegeben. 

Weitkamp” isolierte aus Wollfett u. a. die sogenannten ,,Ante- 
Isosiuren‘‘, verzweigte Fettsiuren, welche eine Methylgruppe am dritt- 
letzten C-Atom des carboxylfernen Endes tragen, und deren Gesamt- 
Kohlenstoffzahl (C, bis C,,) stets ungeradzahlig ist. Auch 4-Methyl-hexan- 
siure kann auf Grund der Stellung ihrer Methylverzweigung und ihrer 
ungeraden Gesamt-C-Zah] zu den Ante-Isosiuren gerechnet werden. 
Bei der biologischen Synthese wird das Kettenende der Ante-Iso- 
sduren vermutlich aus Isoleucin gebildet®*. Zum Aufbau der 4-Methy]- 
hexansaiure miiBte daher lediglich die aus Isoleucin entstehende 
2-Methyl-butterséure an der Carboxylgruppe um einen C,-Rest (,,akti- 
vierte Essigsaure‘‘) verlangert werden. Fiir die biologische Synthese 
der 2-Methyl-hexansaure sind passende theoretische Vorstellungen 
etwas schwieriger zu gewinnen. Man kann hier zwar in gleicher Weise 
wie fiir 4-Methyl-hexansaure von Isoleucin und der daraus entstehenden 
2-Methyl-buttersiure ausgehen, mu dann aber annehmen, daB der 
aktivierte C,-Rest am carboxylfernen CH,-Ende (nicht wie oben 
am C-Atom 1) angesetzt wird. Dadurch wiirde das Kohlenstoffgeriist 
der 2-Methyl-hexansiure entstehen, doch ist bisher die Méglichkeit der 
Kettenverlangerung am CH,-Ende der Butterséure weder fiir den Zell- 
stoffwechsel noch in der praparativen organischen Chemie bewiesen 
worden. Eine andere, nicht ganz unwahrscheinliche Méglichkeit zum 
Aufbau der 2-Methyl-hexansiure wire die Verlangerung der n-Butter- 
saure am Carboxyl in der iiblichen Weise durch einen aktivierten C,-Rest, 
der aber methyliert ist, d. h. anders ausgedriickt durch eine aktivierte 
Propionsaure. Auf diese Weise ware grundsatzlich die Einfiihrung 
der «-Methyl-Verzweigung méglich, vorausgesetzt, daB das Essigsiure 
libertragende Ferment (Transacetylase) ausnahmsweise auch einen C5- 
Rest tibertragen kann. 


Beschreibung der Versuche 


Aquivalentgewichte und C, H-Analysen: Frl. Dr. Fretzdorff. Alle Schmelz- 
punkte im Mikroschmelzpunkt-Apparat nach Kofler bestimmt und korrigiert. 

Die Gewinnung der wasserdampffliichtigen Fettsiuren aus den Biirzeldriisen 
von Enten erfolgte auf dem friiher* angegebenen Wege. Die Isolierung der fliich- 

24 A.W. Weitkamp, J. Amer. chem. Soc. 67, 447 [1945]. 

* §. F. Velick u. J. English jr., J. biol. Chemistry 160, 473 [1945]. 
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tigen Sauren iiber die Stufe der Athylester erwies sich als unnétig; es geniigte, nach 
Einengen des W: ‘asserdampfdestillates bei alkalischem py die Sauren mit H,SO, 
freizusetzen, in Ather aufzunehmen und mehrfach iiber kleine Fiillkérperkolonne 
zu fraktionieren. Auch hierbei erhielt man analysenreine Heptansaure: 4,048, 
4,916 mg Sbst.: 9,598, 11,659 mg CO,, 4,014, 4,821 mg H,O. — 76,09 mg Sbst. 
verbr. 5,850 cem 0,1-n.NaOH. 

C,H,,40, (130,2). Ber. C 64,58, H 10,84, Aquiv.-Gew. 130,2. 

Gef. C 64,69, 64,72, H 11,10, 10,97, Aquiv.-Gew. 130,1. 

Mikrohydrierung: PtO, nach Adams, Eisessig, 740 mm (korr.), 23,6°. 4,570 
mg Sbst. verbr. 0,00 cem H,. 

C-Alkyl- Bestimmung?*: 4 Stdn. bei 160—170° mit Chrom-Schwefelsaure 
oxydiert. 

13,10 mg Sbst. verbr. 6,90 ccm 0,0205-n.NaOQH = 16,2% CHs3. 

Das sind 70,5% von 2 CH;-Gruppen. 

Zur Kontrolle wurde eine synthetische 4-Methyl-hexansaure (s. u.) 
unter den gleichen Versuchsbedingungen der C-Alkyl-Bestimmung unterworfen: 
12,89 mg Sbst. verbr. 7,40 ccm 0,0205-n.NaOH = 17,6°%, CH. Das sind 76,5% von 
2 CH,-Gruppen. 

Derivate: Amid und Octadecylester wurden bereits friiher® beschrieben. 
Darstellung der 2- Alkyl-benzimida zole 12; Ein Gemisch aquimolarer Mengen 
von o-Phenylen-diamin und Fettsaure (ca. | g) im Luftbad 30 Min. auf 200 
bis 260° Badtemperatur erhitzen, aufnehmen des noch warmen Produktes in 95-proz. 
Athanol, mit waBriger 0,5-n.KOH gegen Phenolphtalein schwach alkalisch machen, 
aufnehmen in Ather, mit Wasser alkalifrei waschen. Abdestillieren des Athers, auf. 
nehmen in Athanol, mit Kohle entfarben (braunlicher Farbton bleibt), mit Wasser 
verdiinnen, mehrfach aus waiBrigem Athanol umkristallisieren. Gegebenenfalls in 
absol. Aceton aufnehmen und filtrieren zur Entfernung hartnackig anhaftender 
ae Beimengungen, danach aus waBrigem Aceton umkristallisieren. 

2-Heptyl-benzimidazol: Nach obiger Vorschrift aus optisch aktiver 
Heptansaure aus Enten-Biirzeldriisen gewonnen. Schmp. 136—136,5°, dabei geringe 
Sublimation. Nach weiterem Umkristallisieren Schmp. 126°, Sublimation nicht 
mehr erkennbar. 

3,382 mg Sbst.: 9,558 mg CO,, 2,775 mg H,O. 

C,3;H,gN, (202,3). Ber. C q45 18, i 8,97. Gef. C 77,12, H 9,18. 

Wie oben erwahnt, erhielt man auch aus dem in ificet Menge anfallenden 
Vorlauf der fliichtigen Sauren eine Substanz, die auf Grund der Analysen Heptan- 
siure war; sie begann bei 204° zu sieden. 

2,956 mg Sbst.: 6,886 mg CO,, 2,860 mg H,O. — 79,67 mg Sbst. verbr. 
6,115 cem 0,1-n.NaOH. 

C,H,,0,(130,2). Ber. C 64,58, H 10,84, Aquiv.-Gew. 130,2. 
Gef. C 64,49, H 10,83, Agquiv.-Gew. 130,3. 

Synthetische Darstellung methylierter Hexansauren und ihrer 
Derivate 

2-Methyl-hexansaure: 38,0g (1,65 Mol) Natrium, 459,4g (2,64 Mol) 
Methyl- malonester, 137 g (1,0 Mol) x-Buty!bromid in 400 cem absol. Athanol. 
MethyI- butyl-malonester: 211,4 g (91,5% d. Th.), Sdp. 226—228°, 2-Methyl- 
hexansdure: 95,7 g (80,0% d. Th.). Sdp. 207- 380 737 mm. 

4,673, 3,819 mg Sbst.: 11,040, 9,046 mg CO,, 4,532, 3,708mg H,O. — 
83,20, 83,61 mg Sbst. verbr. 6,39, 6,41 cem 0,1-n.NaOH. 

C;7H,,0, (130,2). Ber. C 64,58, H 10,84, Aquiv. ms aw. 130,2. 
Gef. C 64,47, 64,64, H 10,85, 10,87, Aquiv.-Gew. 130,3, 130,4. 


* Fir die Ausfiihrung der C-Alkyl-Bestimmungen danken wir Herrn Dr. 
Pfundt, Chemisches Institut der Universitat Gottingen. 
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Derivate 


Amid: Darstellung des Amids durch Eintragung des mit SOCI, gebildeten 
Saurechlorids in gekiihltes konz. Ammoniak. Umkristallisiert aus Wasser und 
wiBrigem Athanol. Schmp. 69—69,5°. 

4,60 mg Sbst.: 10,995 mg CO,, 4,774 mg H,O. 

C,H,;ON (129,2). Ber. C 65,07, H 11,70. Gef. C 65,21, H 11,61. 

2-[a-Methyl-n-pentyl]-benzimidazol: Umbkristallisiert aus waBrigem 
Athanol und waBrigem Aceton. Schmp. 171°, sublimiert stark. 

4,137 mg Sbst.: 11,660 mg CO,, 3,293 mg H,0O. 

C,3H,,N, (202,3). Ber. C 77,18, H 8,97. Gef. C 76,91, H 8,91. 

2-Methyl-hexansaure-athylester: Dargestellt aus der Siure durch drei- 
maliges Abdestillieren eines Gemischs von absol. Athanol und Toluol (2:1) unter 
Zusatz einiger Tropfen konz. H,SOq. Sdp. 172°/743 mm. 

2-Methyl-hexanol-(1): 1,2 g (0,035 Mol) Lithium-aluminium-hydrid 
in 100 cem absol. Ather, 11,1 g g (0,07 Mol) 2-Methyl-hexansaure-aithy lester 
in 50 cem absol. Ather. Ausb. 6,5 5 g (80,3% d. Th.), Sdp. 163°/734 mm. 

2-Methyl-hexansaure-n- aes lester: Durch Umsetzung des Silber- 
salzes mit n-Octadecyljodid in siedendem Toluol. Schmp. 12—13°. 

Verseifungszahl: 266,90 mg Sbst. verbr. 2,345 ccm 0,3-n.KOH. 

VZ ker. 146,6, gef. 147,9. 

3-Methyl-hexansaure: 2-Jod-pentan: 54,3 g (0,617 Mol) sek. n-Amyl- 
alkohol (2-Oxy-pentan) vom Sdp. 118—120°, dargestellt aus n-Propyl-magnesium- 
bromid und Acetaldehyd, wurden mit 78,4 g (0,617 Mol) Jod und 19,1 g (0,617 Mol) 
rotem Phosphor 2 Stdn. auf 120—130° erhitzt. Das erhaltene Jodid wurde nicht 
destilliert, sondern direkt mit 0,617 Mol Natrium-malonester umgesetzt in 200 ccm 
absol. Athanol. Pentan-(2)-malonester: 97,8 g (68,9% d. Th. ), Sdp. 238—240°. 


3-Methyl-hexansaure: 40,9 g (74,0% d. Th.), Sdp. 1129/1] mm und 099/746 mm. 
3,531, 4,552 mg Sbst.: 8,339, 10,760 mg CO,, 3,432, 4,460 mg H,O. — 89,10mg 
Sbst. verbr. 6,835 ccm 0,1-n.NaOH. 
C7H,,0, (130,2). Ber. C 64,58, H 10,84, Aquiv.-Gew. 130,2. 
Gef. C 64,45, 64,51, H 10,88, 10,96, Aquiv.-Gew. 130,4. 


Derivate 

Amid: Aus waBrigem Athanol. Schmp. 97,5—98°. 3,379 mg Sbst.: 8,060 mg 
CO,, 3,579 mg H,O. 

C,H,;ON (129,2). Ber. C 65,07, H 11,70. Gef. C 65,09, H 11,85. 

2-[B-Methyl-pentyl]-benzimidazol: Umkristallisiert aus verd. Athanol, 
Schmp. 165—166°, sublimiert schwach. 


3,381 mg Sbst.: 9,530 mg CO,, 2,722 mg H,O. 
C,3H,,N, (202,3). Ber. C77, ig, H 8,97. 
Gef. C 76,92. H 9,01. 


3-Methyl-hexansaure-aithylester: Sdp. 174°/743 mm. 


3-Methyl-hexanol-(1): Aus dem Athylester mit LiAIH, wie vorstehend 
beschrieben. Sdp. 166°/734 mm. 

4-Methyl-hexansadure: 2-Methyl-butanol-(l): 13,7 ig (0,39 Mol) Li- 
thium-aluminium-hydrid in 200 ccm absol. Ather, 100,1 g (0,77 Mol) 2-Methyl- 
buttersaéure-athylester (Sdp. 130°) in 200 ccm absol. Ather. Ausb. 61,9 g (91,2% 
d. Th.), Sdp. 128—130°. 16,1 g (0,7 Mol) Natrium, 112,0 g (0,7 Mol) Malonester, 
< 0,7 Mol 2-Methyl-butyl-l-jodid (dargestellt aus 0,7 Mol 2-Methyl-butanol-(1), 
0,7 Mol Jod und 21,7 g rotem Phosphor, nicht destilliert) in 200 ccm absol. Athanol. 
2-Methyl-butyl-(1)-malonester: 95,4 g (59,3% d. Th.) innerhalb eines Grades 
siedendes Produkt. Sdp. 230—231°. 4-Methyl-hexansiiure: 29,7 g (53,79 d. Th.), 
Sdp. 214°9/746 mm. 
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4,929 mg Sbst.: 11,678 mg CO,, 4,827 mg H,O. — 95,19 mg Sbst. verbr. 
7,287 ccm 0,1-n.NaOH. 
C7H,,0, (130,2). Ber. C 64,58, H 10,84, Aquiv.-Gew. 130,2. 

Gef. C 64,65, H 10,96, Aquiv.-Gew. 130,6. 





Derivate 

Amid: Aus Wasser und waBrigem Athanol, Schmp. 97,5—98°. 

3,967 mg Sbst.: 9,492 mg SO,, 4,104 mg H,O. 

C,H,;ON (129,2). Ber. C 65,07, H11,70. Gef. C 65,29, H 11,58. 

2-(y-Methyl-pentyl-)benzimidazol: Umkristallisiert aus verd. Athanol 
und waBrigem Aceton, Schmp. 134°, sublimiert nicht. 

3,174 mg Sbst.: 8,951 mg CO,, 2,493 mg H,O. 

C13H,sN_ (202,3). Ber. C77,18, H8,97. Gef. C 76,96, H 8,79. 

4-Methyl-hexansaure-aithylester: Sdp. 178°/743 mm. 

4-Methyl-hexanol-(1): Aus dem Athylester mit LiAIH, wie vorstehend 
beschrieben. 

4-Methyl-hexansaure-n-octadecylester: Aus Silbersalz und Octa- 
decyljodid in siedendem Toluol. Schmp. 18—19°. Verseifungszahl: 335,90 mg 
Sbst. verbr. 2,923 ccm 0,3-n.KOH. 

VZ ber. 146,6, gef. 146,5. 


5-Methyl-hexansaure: 
Darstellung der Saure, des Athylesters und des Alkohols [5-Methyl-hexanol-(1) ] 
wie friiher’® beschrieben. 
5-Methyl-hexansaure: 4,759 mg Sbst.: 11,255 mg CO,, 4,651 mg H,O. — 
71,45 mg Sbst. verbr. 5,481 ccm 0,1-n.NaOH. 
C,H,,0, (130,2). Ber. C 64,58, H 10,84, Aquiv.-Gew. 130,2. 
Gef. C 64,53, H 10,94, Aquiv.-Gew. 130,4. 
Derivate 
Amid: Umkristallisiert aus Wasser und waBrigem Athanol, Schmp. 103,5—104°. 
3,243 mg Sbst.: “—™ mg CO,, 3,348 mg H,0. 
C,H,;ON (129,2). . C 65,07, H 11,70. Gef. C 65,26, H 11,55. 
2-[5-Methyl- adit benzimidazol: Umkristallisiert aus verdiinntem 
Athanol, Schmp. 108°, sublimiert nicht. 
3,654 mg Sbst.: 10,319 mg CO,, 2,938 mg H,O. 
CisHisNo (202,3). Ber. C 77,18, H 8,97. Gef. C 77,07, H 9,00. 


Brom-Abbau der Silbersalze 


Arbeitsweise wie friiher fiir n-Amylbromid beschrieben™. 
2-Brom-hexan: Das Kaliumsalz von 26,0 g (0,2 Mol) 2-Methyl-hexan- 
siure wurde mit 34,0 g (0,2 Mol) AgNO, in 2/ heiBem Wasser umgesetzt. 41,5 g 
(87,6% d. Th.) Silbersalz. Dieses wurde in 250 ccm trocknem CCl, suspendiert 
und mit 28,0g (8,9ccm) Brom (0,175 Mol), gelést in 70 ccm CCl,, behandelt. 
2-Brom-hexan: 17,6 g (60,9% d. Th.), Sdp. 142—144°. 
1-Brom-2-methyl-pentan: Das Kaliumsalz von 16,0g (0,12 Mol) 
3-Methyl-hexansaure wurde mit 20,9 g (0,12 Mol) AgNO, in 1,51 heiBem Wasser 
umgesetzt. 25,7 g (88,0% d. Th.) Silbersalz. Dieses in 200 cem trocknem CCl, 
suspendiert und mit 17,2 g (5,5 ccm) Brom (0,11 Mol), gelést in 50 com CCl, be- 
handelt. 1-Brom.2-methyl-pentan 10,3 g (58,3% d. Th.), Sdp. 138—140°. 
1-Brom-3-methyl-pentan: Das Kaliumsalz von 15,0g (0,12 Mol) 
4-Methyl-hexanséure wurde mit 19,6 g (0,12 Mol) AgNO, in 1,5/ heiBem Wasser 
umgesetzt. 25,3 g (92,7% d. Th.) ’Silbersalz. Dieses in 200 com trocknem CCl, 
suspendiert und 17,2 g (5,5 cem) Brom (0,11 Mol), geliést in 50 cem CCl,, behandelt. 
1-Brom-3-methyl-pentan: 14,5 g (81,9% d. Th.), Sdp. 140—142°. 
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Bromid unbekannter Struktur: Das Kaliumsalz von 16,8 g (0,13 Mol) 
Heptansaure aus Biirzeldriise wurde mit 21,9 g (0,13 Mol) AgNO, in 1,51 heiBem 
Wasser umgesetzt. 22,8 g (74,5% d. Th.) Silbersalz. Dieses in 150 com trocknem 
CCl, suspendiert und mit 15,4 g (4,8 com) Brom (0,1 Mol), gelést in 50 cem CCl,, 
behandelt. Sdp. des erhaltenen Bromids: 140—143°, Ausb. 5,6 g (55,1% d. Th.). 

2-Athyl-pentansaure: Aus aquimolaren Mengen von Natriumathylat, 
Athyl-malonester und n-Propylbromid in der iblichen Weise. Athy]l- 
n-propyl-malonester Sdp. 233—237°. Verseifung mit Athanol. KOH, Decar- 
boxylierung durch vorsichtiges Erwirmen. 2-Athyl-pentansaure: Sdp. 209 
bis 211°. 

4,438 mg Sbst.: 10,532 mg SO,, 4,334 mg H,O. — 62,60 mg Sbst. verbr. 
4,807 ccm 0,1-n.NaOH. 

C7H,,0, (130,2). Ber. C 64,58, H 10,84, Aquiv.-Gew. 130,2. 

Gef. C 64,76, H 10,93, Aquiv.-Gew. 130,2. 
2-Athyl-pentansdure-amid: Aus Wasser und waBrigem Athanol. 
Schmp. 102,5—103°. 

4,835 mg Sbst.: 11,544 mg CO,, 5,045 mg H,O. 

C,H,,;ON (129,2). Ber. C 65,07, H 11, 70. Gef. C 65,16, H 11,68. 

Raman-Spektren verschiedener Alkylbromide (J. Goubeau und 
E. Jahn). Zur Untersuchung kamen je eine Probe 2-Brom-hexan, 2-Methyl- 
amyl-1l-bromid und 3-Methyl-amyl-l-bromid. Die Proben wurden in 
der iiblichen Weise spektroskopiert. Zur Aufnahme dienten Agfa-gelb-rapid- 
Platten. Die Spektren, die bei mittlerem bis schwachen Untergrund sehr deutlich 
waren, wurden von verschiedenen Beobachtern ausgemessen. Die gemittelten Er- 
gebnisse zeigt Tab. 4. AuBerdem wurde noch eine unbekannte Probe eines Hexyl- 
bromids (gewonnen aus Biirzel-Heptanséure) unter gleichen Bedingungen auf- 
genommen und das Ergebnis den Spektren der drei synthetisierten Bromide gegen- 
iibergestellt. 

Auf Grund unserer Kenntnisse iiber die charakteristischen Schwingungen 
von Mono-Brom-Verbindungen (vgl. Diss. A. Miller, Univ. Géttingen) gehéren 
zu den nachfolgenden Gruppierungen die darunter angegebenen Frequenzen: 


Br—C—C—C—C...... Br-C—C—C¢ Br—C—C¢ 
= ae \c 
561, 641 561, 641 621, 653 
Cc 
Ge. 
539 (581) 612 


Br—C 4 


Wie der Vergleich mit den beobachteten Spektren ergibt, ordnen sie sich 
vollig zwanglos in diese GesetzmaBigkeiten ein. Da sie jeweils nur die fiir ihre 
Struktur charakteristischen Frequenzen aufweisen, so darf daraus gefolgert werden, 
daB sie nicht durch andere Isomere verunreinigt sind. Es kénnen héchstens noch 
Isomere in Frage kommen, bei denen das Kohlenstoffgeriist im Abstand von drei 
C-Atomen vom Brom isomerisiert ist. Lediglich die schwache Linie 521 cm} 
im 3-Methyl-amyl-l1-bromid kénnte zu einem tertiaren Bromid gehéren. Hinzu- 
weisen ist auf die, Tatsache, daB simtliche Hexylbromide die dafiir zu erwartende 
Linie bei 1110 em— besitzen. Weiterhin ergeben sich ahnliche Parallelen wie bei 
den Olefinen fiir gerade und verzweigte Ketten. So zeigte z. B. beim 2-Brom-hexan 
mit unverzweigter Kette die mittlere CH-Valenzschwingung die gréBte Inten- 
sitat, wihrend bei den beiden Bromiden mit verzweigter Kette die mittlere die 
niedrigste Intensitaét aufweist. 
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Tab. 4. Raman-Spektren der Bromide. 





2-Brom-hexan 





2-Methyl-amyl- 


-1-bromid 





3-Methyl-amyl- 
-1-bromid 


unbekanntes 
Bromid aus 
Biirzel-C,-Saure 





219 (1) 
292 (3) 
341 (1) 
356 (1) 
416 (1b) 
539 (8) 
580 (1/5) 
613 (5) 
740 (0) 
808 (0) 
874 ( 
898 (: 
977 
1065 (1b) 
1138 (1b) 
1187 (2) 

1234 (1) 
1302 (2) 

1444 (6sb) 

2877 (4) 

2921 (8) 

2961 (6) 


(gelb Rapid, 
e Filter, 3 Stdn.) 





em7! 
170 (1) 
205 (2) 


363 (1/.b) 
388 (Ob) 
433 (0) 
494 (1) 
520 (*/2) 


618 (6) 
650 (8) 
734 (1/9) 
754 (0) 
809 (2) 


897 (2) 
942 (1) 


1033 
1067 
1117 
1187 
1226 


1273 
1315 (2b) 
1387 (}/,) 
1435 ( 
1454 (6) 
2873 (2) 


2964 (2) 
(Silbereosin, 
e Filter, 3 Stdn.) 











em-?! 


213 (3b) 


279 (1b) 


387 (0) 
436 (1) 
470 (1) 


566 (8) 


876 (0) 


912 (1) 
966 (1) 
999 (1) 
1040 (2) 


2 
6 

12 
5 


1] 
1] 
12 
12 
1288 


(1) 
(1) 
(2) 
(1) 
8 (1) 


1351 (2) 
1448 (6b) 


2875 (10) 

2928 (6) 

2970 (8) 

(gelb Rapid, 
e Filter, 5 Stdn.) 








2920 (3) 
2968 (3) 
(gelb Rapid, 
e Filter, 3 Stdn.) 


Das Spektrum der anbekannten Probe (Bromid aus Biirzel-Heptansaure) 
enthalt die Brom- = 537 (1), 562 (3), 611 (1) und 642 (2), welche den Konfigura- 


tionen Bcc a: 


AG 


1/4 
und Br—C or 


dem aus anderen Griinden Br—C—C— 
anderen Linien sehr gut auf ein Gemisch von 2-Brom-hexan und 3-Methyl-amyl-1- 
bromid passen, so besteht kein Zweifel, daB ein Gemisch beider Bromide vorliegt. 
Aus der Photometerkurve 1aBt sich das ungefahre Verhiltnis von 2-Brom-hexan 
zu 1-Brom-3-methyl-pentan zu 1:4 bis 1:3 abschitzen, entspr. einem Gehalt von 
20—30% 2-Brom-hexan. Sichere Anhaltspunkte fiir die Anwesenheit weiterer 
Stoffe ergeben sich aus dem Raman-Spektrum nicht. 


zugeordnet werden kénnen, nach- 


ausscheidet. Da auch die meisten 
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Raman-Spektren der Methylhexansauren 


Es wurden die Verbindungen 2-, 3-, 4- und 5-Methyl-hexansaure und ein un- 
bekanntes Methylhexansaure-Gemisch spektroskopiert. 

In Tab. 5 sind die aufgenommenen Spektren der verschiedenen Methyl- 
hexansdéuren sowie des unbekannten Gemisches nebeneinandergestellt. Die 
Analyse der Unbekannten bereitete einige Schwierigkeiten, da von vornherein ein 
groBer Unterschied in den Spektren der verschiedenen Methylhexansauren nicht 
zu erwarten war. Denn in Verbindungen R-COOH (R = gesiattigte aliphatische 
Kette) weisen die zu R gehérenden Frequenzen mindestens bei langeren Ketten 
sehr groBe Ahnlichkeiten auf. Auch auf die C=O-Bindungsfrequenz hat die Natur 
der gesattigten aliphatischen Seitenkette nur einen geringfiigigen KinfluB. Ledig- 
lich bei der Verzweigung der Kette in «-Stellung laBt sich im allgemeinen eine 
geringe Frequenzerniedrigung der C=O-Bindung feststellen. Dies trifft auch bei 
den vorliegenden Spektren zu, wie die Linie 1653 (4) bei der 2-Methyl-hexansaure 
im Gegensatz zu ~ 1662 cm! bei den iibrigen Methyl-hexansauren beweist. 

Weiterhin treten Unterschiede in den Frequenzen auf, die fiir die Verzweigung 
charakteristisch sind. Hierfiir lassen sich die Frequenzen 956 (1), 977 (2), 953 (4); 
1153 (2), 1154 (1), 1163 (1), 1172 (3) sowie 1340 (2), 1348 (1), 1352 (3), 1338 (4) be- 
zeichnen, Allgemein gilt, daB sich die Verzweigung im Spektrum am deutlichsten 
bemerkbar macht, wenn das C-Atom, an dem die Verzweigung erfolgt, in groBem 
Abstand zur Carboxylgruppe sitzt. Dies wiirde im vorliegenden Fall jeweils fiir die 
letzte der angefiihrten Frequenzen gelten, die der 5-Methyl-hexansaure angeh6ren. 

Vor allem an dem Auftreten der Frequenz 976 (4) im unbekannten Gemisch, 
die in dieser Lage lediglich im Spektrum der 4-Saure beobachtet wurde, sowie an 
den Frequenzen 357 (2b) und 1021 (4sb), die mit den gleichen Intensitaten eben- 
falls nur bei der 4-Saure auftreten, konnte das Vorhandensein von 4-Methyl-hexan- 
siure in den Unbekannten nachgewiesen werden. Fiir ihre Anwesenheit sprechen 
weiterhin — unter Beriicksichtigung der Intensititen — alle Frequenzen auBer 
645 (2), 1063 (4sb), 1153 (2), 1242 (0), 1547 (34). Vor allem das Auftreten einer 
relativ starken Linie bei 1063 zeigt, daB auBer der 4-Methyl-hexansaure noch eine 
weitere vorhanden sein muB. Die gleiche Linie ist in den Spektren der 2-Saure mit 
der Intensitaét 4 und der 5-Saure mit der Intensitat 3 enthalten. Die Anwesenheit 
von 5-Methyl-hexansaure scheidet jedoch aus, da die charakteristischen Frequenzen 
814, 953, 1172, 1338 im Spektrum des Gemisches nicht auftreten. Fiir das Vor- 
handensein von 2-Methyl-hexanséure sprechen auch noch die Frequenzen 437 (1), 
523 (2), 645 (2), 726 (34), 790 (1), 827 (6), 1113 (Ssb), 1153 (2), 1242 (0) sowie die 
etwas tiefere Lage der C=O-Bindungsfrequenz als bei den Spektren der 3-, 4- 
und 5-Saure. 

Dagegen ist unsicher, ob in dem Gemisch 3-Methyl-hexansaure enthalten ist. 
Zwar sind im Spektrum der Unbekannten einige Frequenzen vorhanden, die auch 
bei der 3-Saure auftreten: 670, 827, 913 (6), 1113, 1153, 1353; jedoch ist die An- 
wesenheit wenig wahrscheinlich, da die Frequenzen 713 und 1036 im Spektrum 
des Gemisches fehlen. 

Auf Grund der Intensititsverhiltnisse 14Bt sich die Zusammensetzung des 
Gemisches etwa folgendermaBen abschatzen: Der Hauptbestandteil ist 4-Methyl- 
hexansiure (70—80%), weiterhin ist 2-Methyl-hexansiure zu etwa 20—30% ent- 
halten. Das Vorhandensein von 3-Methyl-hexansiure ist wenig wahrscheinlich; 
wenn sie anwesend ist, dann nur zu wenigen Prozenten (maximal 5%). 5-Methyl- 
hexanséure konnte in dem zu analysierenden Gemisch spektroskopisch nicht nach- 
gewiesen werden. 


Experimentelles 
Da von diesen Verbindungen bisher noch keine Raman-Spektren bekannt 
waren, muBte besondere Sorgfalt darauf verwendet werden, die Substanzen so zu 
reinigen, daB sie saubere und vollstindige Spektren lieferten. 
Die Produkte wurden alle durch Destillation im Hochvakuum gereinigt. 
Von den etwa 8 cm*, die pro Substanz zur Verfiigung standen, wurden etwa je 
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2 cm® als Vor- und Nachlauf abgenommen und die mittleren 4 cm fiir die Raman- 
Aufnahme verwendet. Die Destillation wurde bei jeder Verbindung zweimal durch- 
gefiihrt, bei der 3-Methyl-hexanséure viermal, da die Substanz nach zweimaliger 
Destillation noch kein geniigend sauberes Spektrum lieferte. Die beste Aufnahme 
wurde von der 2-Methyl-hexansiure erhalten, dann folgten die 4- und 5-Saure 
sowie das unbekannte Gemisch und zuletzt die 3-Methyl-hexansaure. 

Bei simtlichen Spektren war der vordere Bereich (etwa bis 800 cm—) schwie- 
riger auszumessen, da hier die Linien schwach und nicht sehr scharf waren. 

Von allen Verbindungen wurden je zwei Aufnahmen ausgewertet. Sie wurden 
von verschiedenen Beobachtern ausgemessen, die ermittelten Werte zeigten gute 
Ubereinstimmung. 


Tab. 5. Raman-Spektren der Methyl-hexansduren 





2-Methyl- 3-Methy]- 4-Methyl- 5-Methyl- unbekanntes 
hexansaure hexansaure hexansaure hexansaure Gemisch 





170 (02) 
201 (0) 
236 (1) 
294 (1) 285 (0) ‘ 289 (1/,) 
308 (0?) 

330 (0) 345 (0) 350 (2b) 355 357 (2b) 
378 (2) | - 384 (1) 

438 (1) 432 1/, 436 (1b) 
485 (1) 468 (0?) 
529 (2) 510 3/, 523 (1b) 


583 (1b) 572 (1/5) 
619 614 (1) 604 (1) 


648 
671 (1) 670 (?/,) 
731 (: 713 (2) 722 (1/,) 
746 (0) 760 (2) 
792 (1) 783 (0) 798 (0) 
830 (5) 827 (3b) 826 (4) 
877 (3) 887 (2) 869 (1) 
903 (4) 918 (3) 917 (5b) 
956 (1) 977 (2) ¢ 
1020 (1) 1036 (4) 1023 (4ab) 1008 
1067 (4) 1063 
1113 (4) 1114 (2) 1122 (4b) 1122 
1153 (2) 1154 (1) 1163 (1) 1172 1153 (2) 
1201 (2) 1190 (34) 1190 (2/,) 1215 1211 (0) 
1246 (2) 1244 (1) 1225 (1/5) 1242 (0) 
1303 (4b) 1303 (2) 1289 (3b) 2 1295 (5b) 
1340 (2) 1348 (1) 1352 (3) 1353 (2b) 
1381 (1) 1416 (34) 1418 (1) 1414 (1) 
1451 (10) 1451 (8) 1455 (8) 1449 (10) 
1502 (0) . 
1551 (0) 1542 (0) 1547 (3/.) 
1600 (0) 1597 (0) 1581 (0) 1591 (2/,) 
1653 (4) 1665 (2) 1662 (4b) 1660 (3b) 1657 (6b) 
2733 (0) 
2866 (5) 2880 (5) 2872 (6) 2877 (5) 2870 (8) 
2935 (8) 2926 (3) 2935 (4) 2914 (3) 2923 (6) 
2987 (5) 2975 (5) 2974 (4) 297 (05) 2976 (5) 


1021 (4ab) 
1063 (4ab) 
1113 (5ab) 


WIR wh RP Ohm 
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2-Methyl-hexansaure: Belichtungszeit 3 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Silbereosin 
(Penitz 12/10° 
Din) 
2-Methyl-hexansiaure: Belichtungszeit 9 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Gelbrapid 
(Agfa) 
3-Methyl-hexansiaure: Belichtungszeit 3 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Gelbrapid 
3-Methyl-hexansaure: Belichtungszeit 83/, Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Gelbrapid 
4-Methy]-hexansaure: Belichtungszeit 3 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Persenso 
(Penitz 
12/10° Din) 
4-Methyl-hexansaure: Belichtungszeit 8 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Gelbrapid 
5-Methyl-hexansiure: Belichtungszeit 3 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Persenso 
5-Methyl-hexansiure: Belichtungszeit: 8 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Persenso 
unbekanntes Gemisch: Belichtungszeit 3 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Persenso 
unbekanntes Gemisch: Belichtungszeit 8 Stdn.; Filter e; Plattenmat.: Gelbrapid. 


Zusammenfassung 


Die chemische Konstitution der linksdrehenden Heptansiure- 
Fraktion, welche man durch Hydrolyse der Birzeldriisen-Fettstoffe von 
Enten erhalt, wurde naéher untersucht. 

Als Modellsubstanzen wurden 2-Methyl-, 3-Methyl-, 4-Methyl- und 
5-Methyl-hexansaure sowie 2-Athyl-pentansaure synthetisiert. Die Siede- 
punkte der freien Saéuren, ihrer Athylester und der daraus gewonnenen 
Alkohole, ebenso die Schmelzpunkte und Misch-Schmelzpunkte der 
Saiureamide und der 2-Alkyl-benzimidazole wurden mit der unbekannten 
Heptanséure und deren Derivaten verglichen. Die Ergebnisse sprechen 
dafiir, daB in der Biirzeldriise iiberwiegend 4-Methyl-hexansiure vor- 
liegt, die von 2- oder 3-Methyl-hexansiure begleitet wird. 

Mit Hilfe des Silbersalzabbaus wurden 2-Methyl-, 3-Methyl- und 
4-Methyl-hexansaure in die Bromide iibergefiihrt und ramanspektro- 
skopisch (Prof. Goubeau) untersucht. Der Vergleich ergab, da8 im un- 
bekannten Bromid 70—80°% auf das aus 4-Methyl-hexansiure, der Rest 
auf das aus 4-Methyl-hexansiure stammende Bromid entfielen. Prak- 
tisch dasselbe Ergebnis brachte die vergleichende Raman-Messung der 
freien 2-, 3-, 4- und 5-Methyl-hexansiuren und der unbekannten Heptan- 
saure. 

Demnach besteht die linksdrehende Heptansaure-Fraktion aus Biir- 
zeldriisen von Enten aus einem Gemisch von 4-Methyl- und 2-Methyl- 
hexansadure im ungefahren Verhiltnis 4:1. 
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Untersuchungen iiber die Biirzeldriise der Végel 
IV. Mitteilung 


Die Fettstoffe der Biirzeldriisen von Gansen 
Von 
Giinter Weitzel, Anna-Maria Fretzdorff und Jutta Wojahn 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juni 1952) 


In den vorangehenden Mitteilungen dieser Reihe! ?:* und an anderer 
Stelle+* berichteten wir iiber Untersuchungen an den Birzeldriisen 
von Enten; die vorliegende Mitteilung befaBt sich mit unseren gleich- 
zeitig aufgenommenen Versuchen, die Zusammensetzung der Fettstoffe 
von Ganse-Biirzeldriisen aufzuklaren. Hierzu war bisher nur aus 
iilteren Untersuchungen R6hmanns® bekannt, daf das Drisensekret 
von Gansen reich an Octadecylalkoh| ist. Mit diesem Befund korri- 
vierte R6hmann® die altere Annahme de Jonges’, wonach es sich 
bei der alkoholischen Komponente des Biirzeldriisensekretes um Cetyl- 
alkohol handeln sollte. Dagegen gelang es R6hmann‘® nicht, irgendeine 
Fettsiure aus dem Biirzeldriisensekret der Ginse regelrecht zu. identi- 
fizieren; durch seine Feststellung, daB zum Teil optisch aktive Saure- 


yemische vorlagen, war jedoch ein Hinweis auf Fettsiiuren ungewohn- 
licher Struktur gegeben. 


Ergebnisse eigener Untersuchungen 


Die Fettstoffe der Biirzeldriisen von Ginsen wurden mit Aceton 
und Ather herausgelést, die Préparation der Driisen und die Gewinnung 
des Fettes erfolgten auf dem friiher! beschriebenen Wege. Das Driisen- 
material konnten wir wiederum in dankenswerter Weise bei der Firma 
Max Neumann, Frankfurt am Main, gewinnen. Als Mittelwerte von 96 
Driisen fanden wir: 

Gewicht einer Driise: 6,52 g. 

Zusammensetzung einer Driise: 

58° Wasser, 22% atherlosliche Stoffe, 20°% extrahiertes Gewebe. 
Gegeniiber Entendriisen! mit 4,27 g Durchschnittsgewicht haben 
Giinsedriisen somit ein erheblich héheres mittleres Driisengewicht, der 
G. Weitzel u. K. Lennert, I. Mitt., diese Z. 288, 251 [1951]. 
K. Lennert u. G. Weitzel, II. Mitt., diese Z. 288, 266 [1951]. 
G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff, J. Wojahn u. J. Goubeau, III. Mitt., 
diese Z. 290, [1952]. 

4 G. Weitzel, Tagung Dtsch. Ges. Physio]. Chem., Mainz, 31. 8. 1951; s. a. 
Angew. Chem. 68, 571 [1951]. 

5 G. Weitzel, Fette u. Seifen 58, 667 [1951]. 

6 F, Réhmann, Beitr. Chem. Physiol. Pathol. 5, 110 [1904]. 

7 D. de Jonge, diese Z. 3, 225 [1879]. 
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prozentuale Anteil an atherléslichen Stoffen (22%) ist dagegen, wenig- 
stens in dem von uns verarbeiteten Material, etwas geringer als bei Enten- 
driisen (30,39). Nach vollstandigem Entfernen des Lésungsmittels 
stellen die Fettstoffe aus Ginsedriisen bei Zimmertemperatur ein dick- 
fliissiges Ol dar, das reichliche Anteile fester Substanzen abscheidet. 
Im Vergleich dazu sind die Fettstoffe aus Entendriisen unter denselben 
Bedingungen diinnfliissiger und zeigen nur geringe Abscheidung. 

Die Kennziffern der nativen Fettstoffe lagen bei unseren ver- 
schiedenen Aufarbeitungen in folgenden Bereichen: 

Saurezahl: 0,3—1,5. Jodzahl: 7,6—10,2. Verseifungszahl: 118,2—126,9. 

Die Bestimmung des Glycerins erfolgte nach Malaprade® ® 
mit Perjodat in der frither! angegebenen Weise. Der Glyceringehalt belief 
sich auf 1—1,5°% des Gesamtfettes. Der Gehalt an Phosphatiden, die 
durch Eintragen der konzentrierten atherischen Losung der gesamten 
Fettstoffe in Aceton ausgefallt wurden (siehe Versuchsteil), war etwas 
hoher als in den Fettstoffen aus Entendriisen. Wir fanden 2,75°% Phos- 
phatide, die abgetrennt, aber nicht weiter aufgearbeitet wurden. 


Das Unverseifbare 

Cholesterin konnte R6hmann® im Extrakt der Géanse-Biirzel- 
driisen nicht nachweisen, auch die von uns aus Ginsen gewonnenen Fett- 
stoffe gaben die Reaktion nach Lie bermann- Burchard nicht. Bei der 
Destillation des Unverseifbaren, erhalten aus 60 g Gesamtfett, befand 
sich jedoch im Riickstand Cholesterin, welches kolorimetrisch nach 
Trappe!® auf Grund der Reaktion von Tschugaeff™ bestimmt wurde. 
Daraus ergab sich als Cholesteringehlt des Gesamtfettes 0,25°%. 

GewichtsmaBig entfallt auf das Unverseifbare fast die Hialfte der 
gesamten Fettstoffe aus Biirzeldriisen, wobei es sich, von dem geringen 
Cholesterinanteil abgesehen, nur um »-Octadecylalkohol handelt. Von 
den Fettsiuren lieB sich das Unverseifbare durch Ausziehen der in 
wiBrigem Athanol gelésten Seifen mit Petrolither glatt abtrennen, nach 
Reinigung iiber das Acetat fiel Octadecylalkohol analysenrein an. Aber 
auch zweimaliges Umkristallisieren des Petrolatherriickstandes geniigte 
bereits, um sehr reinen Octadecylalkohol zu erhalten. Unsere Bemiithungen, 
neben Octadecanol weitere homologe Alkohole, z. B. C,, oder Cygo, zu 
isolieren, hatten keinen Erfolg. 


Zusammensetzung des Gesamtfettes 


Die mit Aceton und Ather extrahierbaren Fettstoffe aus den Biirzel- 
driisen von Ginsen haben auf Grund von drei verschiedenen Aufarbei- 

8 L. Malaprade, Bull. Soc. chim. France (5) 4, 906 [1937]; s. a. Chem. Zbl. 
1937 II, 823. 

® Siehe auch H. P. Kaufmann u. R. Neu, Fette u. Seifen 53, 28 [1951]. 

10 W. Trappe, diese Z. 273, 177 [1942]. 

u L. Tschugaeff u. A. Gasteff, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 4631 [1909]. 
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tungen (insgesamt 296 Driisen) folgende durchschnittliche Zusammen- 


setzung: 

Phosphatide etwa 2,75% Cholesterin etwa 0,25% 
etwa 1,5 % Octadecanol . . . . . etwa 48,0 % 
Fettsiuren. . . . . etwa 47,5%. 


Die Fettsaiuren 


Nach Entfernen des Octadecanols setzte man die Fettsdéuren aus 
ihren Seifen frei und destillierte eine Probe mit Wasserdampf. Im Gegen- 
satz zu den Fettsiuren aus Entendriisen, bei denen etwa ein Drittel der 
Gesamtfettséuren mit Wasserdampf iiberging, traten hier keine wasser- 
dampfflichtigen Fettsiuren mittlerer Kettenlinge (bis C,,) auf. Dem- 
entsprechend lag das mittlere Aquivalentgewicht der Gesamtfettsaiuren 
bei Gainsen (240 bis 245) erheblich hdher als bei Enten (215). Dagegen 
unterschieden sich die Jodzahlen der Gesamtfettsiuren nur wenig: bei 
Gansen 13,5—17, bei Enten 19. Nimmt man jedoch die wasserdampf- 
fliichtigen, durchweg gesittigten Fettsiuren der Entendriisen aus dieser 
Betrachtung heraus und vergleicht nur die Kettenlingen von C,, an 
aufwirts, so steht einer JZ von 31—32 bei Enten eine solche von 13,5—17 
bei Gansen gegeniiber. Trotz dieser geringen JZ und dem der ungefahren 
Kettenlinge C,; entsprechenden mittleren Aquivalentgewicht sind die 
Gesamiiettsiuren aus Gansedriisen von diinnfliissiger Konsistenz, 
ein Befund, der bereits auf eine anomale Fettsiure-Zusammensetzung 
hinweist. 

In unserer ersten und zweiten Aufarbeitung zerlegten wir die ge- 
samten Fettsiuren mit Hilfe der Bleisalztrennung in feste und fliissige, 
wihrend wir in der dritten Aufarbeitung (s.u.) einen etwas anderen 
Weg einschlugen. Der durch Bleisalzfallung (1. und 2. Aufarbeitung) 
abgetrennte feste Anteil betrug nur etwa 10° der Gesamtfettsdiuren 
mit einem sehr nahe bei Stearinsiure liegenden Aquivalentgewicht 
(281,2 bzw. 282,4). Durch einfaches Umkristallisieren erhielt man daraus 
reine Stearinsdure; aus den Mutterlaugen fielen Kristallfraktionen an, 
die aus Gemischen von Stearinsaiure mit geringen Palmitinsaureanteilen 
bestanden. Durch Schub- und Potentialmessungen der monomolekularen 
Filme dieser Fraktionen (siehe Tab. 1 im Versuchsteil) lieB sich zeigen, 
daB nur unverzweigte Ketten vorlagen. Theoretisch bestand die Még- 
lichkeit, daB unter den festen Séiuren auch verzweigtkettige zu finden 
waren, da die Schmelzpunkte langkettiger methylsubstitutierter Fett- 
siuren mit carboxylferner Stellung der Verzweigung (sog. ,,[soséuren*) 
kaum von den Schmelzpunkten der entsprechenden normalen Sauren 
abweichen. 

Die aus der Bleisalztrennung hervorgehenden fliissigen Sauren 
(Aquiv.-Gew. 234—240, JZ etwa 13) wurden katalytisch hydriert und 
danach nochmals der Bleisalztrennung unterworfen. Von den fliissigen 
Sauren gingen durch die Hydrierung etwa 16°% in feste Saiuren tiber. 


Diese erwiesen sich zu etwa 90%, als reine Stearinséure und diirften daher 
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im Hinblick auf die Héhe der urspriinglichen Jodzahl dem Olsaure- 
anteil der Fettsaiuren aus Biirzeldriisen entsprechen. Die restlichen 
10% enthielten neben Stearinsaure auch kiirzere Kettenlingen, so daB 
einige Prozent ungesittigter C,.-Saure, vielleicht auch eine Spur unge- 
sittigter C,,-Saéure, vorgelegen haben kénnen. Die nach der Hydrierung 
und nach Abtrennung der dabei gebildeten Stearinsaéure zuriickgeblie- 
benen fliissigen Sauren hatten die Jodzahl 0, waren optisch aktiv 
und besaBen Aquivalentgewichte von C,, bis C,4. Damit war es offenbar 
gelungen, durch zweimalige Bleisalztrennung und eingeschobene Hy- 
drierung die fliissigen, optisch aktiven Fettsaiuren in Form einer einzigen, 
reinen Fraktion in die Hand zu bekommen, wobei diese Fraktion ge- 
wichtsmaBig und erst recht bei molarer Berechnung den Hauptanteil 
der Gesamtfettsiuren, etwa 75 Gew.-°%, ausmachte. Zugleich ging 
daraus hervor, daB sich von den Gesamtfettsiuren der Géansedriisen 
etwa drei Viertel als optisch aktive, gesattigte, fliissige Fraktion um 
die Kettenlainge C,,, das restliche Viertel um die Kettenlainge C,, grup- 
pierten. 

In diesem Zusammenhang ist ein neuerdings von Hofmann und Lucas” 
erhobener Befund bemerkenswert: Diese Autoren erhielten aus Lactobacillus ara- 
binosus eine Fettsiurefraktion der Summenformel C,,H,,0., die gegen Oxydations- 
mittel bestandig war, aber bei der katalytischen Hydrierung 1 Mol. Wasserstoff 
aufnahm. Dabei entstand n-Nonadecansaiure und ein Gemisch zweier Methyl- 
octadecansauren. Gestiitzt auf die chemischen Kigenschaften, das Réntgendiagramm 
und das Absorptionsmaximum im Infrarot (9,8 4) vermuten die Autoren die An- 
wesenheit eines in der Mitte der Kette befindlichen Cyclopropanringes. 

Eine C,,-Saure von ahnlichem Bau scheint in der Sterculia-Siure aus dem 
Samenkernél von Sterculia foetida L. vorzuliegen. Nunn*® schreibt ihr eine 
Cyclopropenstruktur entspr. Formel I zu. Bei milder Hydrierung (Palladium auf 


I CH,-[CH,],-C = C-[CH,],-COOH 
CH, 

CaCO, in Athanol) entsteht daraus eine Cyclopropan-Saure, die der obengenannten 
von Hofmann und Lucas?! ahnlich ist. Bei weiterer Hydrierung (Platin in Eis- 
essig) wird der Cyclopropanring ge6éffnet unter Bildung von drei Reaktions- 
produkten: n-Nonadecansaéure und zwei methyl-substituierten Octadecansauren. 

Isoliert man Fettsiuren aus Naturprodukten durch praparative 
Verfahren, welche eine katalytische Hydrierung einschlieBen, so kénnen 
dadurch etwa vorhandene Cyclopropanringe entfernt werden. Es ent- 
stehen dann Gemische zweier benachbart methylverzweigter und einer 
normalen Fettsiure. Da z. B. 10-Methyl-stearinsiure (Tuberculo-stearin- 
siure) aus Tuberkelbazillen auf diese Weise gewonnen wird, so koénnte 
man daran zweifeln, daB hier die echte Saure vorliegt; denn urspriing- 
lich kénnte auch ein Cyclopropanring zwischen 9 und 10 oder 10 und 11 
vorhanden gewesen sein, zumal Tuberculo-stearinsiure von einer zweiten, 
ihr sehr ahnlichen Saure begleitet wird’* 15, Allerdings ist das Vor- 


2 K. Hofmann u. R. A. Lucas, J. Amer. chem. Soc. 72, 4328 [1950]. 
13 J.R. Nunn, J. chem. Soc. [London] 1952, 313. 

14 N. Polgar, Biochem. J. 42, 206 [1948]. 

1 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 302/303 [1951]. 
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kommen von n-Nonadecansaure in Tuberkelbazillen noch nicht bekannt 
geworden!*, und Tuberculo-stearinsiure kann auch ohne Hydrierung 
aus siurefesten Bakterien isoliert werden". Fiir die von uns gewonnene 
fliissige, optisch-aktive Fettsiurefraktion aus Ginsedriisen war es jedoch 
nicht ausgeschlossen, daB sie Cyclopropanringe enthielt, denn wir hatten 
in den beiden ersten Aufarbeitungen die Gesamtsiuren hydriert, so daB 
diese Frage zunichst nicht zu entscheiden war. 

Deshalb iiberfiihrten wir in der dritten Aufarbeitung die Gesamt- 
séuren aus 200 Ginsedriisen direkt in die Athylester und zerlegten diese 
durch Destillation iiber Fiillkérperkolonne in acht Fraktionen. Dabei 
kam uns fiir die Trennung der Ester unser obengenannter Befund zugute, 
wonach die Kohlenstoffzahl der optisch-aktiven Séuren um etwa vier 
C-Atome geringer ist als die der normalen, nicht optisch-aktiven Sauren. 
Dementsprechend waren die ersten 5 Ester-Fraktionen optisch aktiv, 
hatten die Jodzahl 0 und machten gewichtsmaBig 80° der gesamten 
Ester aus; ihre Siedepunkte entsprachen etwa dem Ester einer C,,-Saure. 
Dagegen besaBen die Frakt. 6—8 betrichtliches Jodbindungsvermégen 
und stellten gewichtsmaBig nur 20° der gesamten Ester dar; ihre Siede- 
punkte lieBen auf Ester von C-,,-Saiuren schlieBen. Diese letzteren Frak- 
tionen (6—8) wurden verseift und wie in den vorhergehenden Aufarbei- 
tungen mittels Bléisalztrennung in feste und fliissige Sauren zerlegt. 
Die festen Séuren bestanden ganz iiberwiegend aus Stearinsaéure, dazu 
kam ein geringer Palmitinsdure-Anteil. Die fliissigen Saiuren enthielten 
fast nur ungesittigte C,,-Saéuren (s. Versuchsteil). Damit war hinsicht- 
lich der nicht optisch aktiven Saéuren das Ergebnis der dritten Auf- 
arbeitung dem der beiden ersten sehr ahnlich. 

Die Verseifung der fiinf optisch aktiven Esterfraktionen 
lieferte linksdrehende Siuren, die auf Grund der Aquivalentgewichte 
(s. Tab. 3 im Versuchsteil) zu etwa 90% als Tetradecanséure anzusehen 
waren; weniger als 10% entfielen auf eine Tridecansiure. In den beiden 
ersten Aufarbeitungen war dagegen der Anteil an C,, etwas hoher. 

Durch Mikrohydrierung nach Weygand und Werner” mit PtO, 
in Eisessig priiften wir, ob bei den verschiedenen, in der 3. Aufarbeitung 
iiber die Athylester gewonnenen optisch aktiven Saurefraktionen trotz 
fehlendem Jodbindungsvermégen H,-Aufnahme erfolgte. Das Ergebnis 
war immer das gleiche: H,-Verbrauch lieS sich in keinem Falle nach- 
weisen, wogegen bei Ringsprengung die einer Athylen-Doppelbindung 
entsprechende Hydrier-Jodzahl zu erwarten gewesen wire. Da nach 
Nunn? unter den angewandten Hydrierungsbedingungen ein etwaiger 
Cyclopropanring geéffnet werden miiBte, spricht das Ergebnis der Mikro- 
hydrierung gegen das Vorliegen einer solchen Struktur. Zugleich scheidet 
aber auch die Méglichkeit des Vorhandenseins einer durch die Jodzahl 
nicht zu erfassenden carboxylnahen Doppelbindung aus. 

16 G. Weitzel, Angew. Chemie 60, 263 [1948]. 
1 C. Weygand u. A. Werner, J. prakt. Chem. 149, 330 [1937]. 
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Die aus den drei Aufarbeitungen erhaltenen linksdrehenden Sauren 
waren, abgesehen von dem etwas verschiedenen Mengenverhiltnis 
C,3: Cy, in einer Hinsicht nicht identisch: Die optische Drehung lag bei 
den Tetradecansdure-Fraktionen der 3. Aufarbeitung (iiber die Athyl- 
ester gewonnen) um rund 4° hoher als bei den entsprechenden Frak- 
tionen der 1. und 2. Aufarbeitung..Die wahrscheinlichste Erklirung fiir 
diese Differenz diirfte darin zu suchen sein, daB im Laufe der weniger 
schonenden 1. und 2. Aufarbeitung partielle Racemisierung eingetreten ist. 

Uber die chemische Konstitution der linksdrehenden, 
flissigen, gesattigten Siuren aus Gansedriisen laBt sich Genaues 
noch nicht sagen; da die Hauptmenge auf eine Tetradecansiure ent- 
fallt, stellten wir synthetisch zu Vergleichszwecken einige Monomethyl- 
tridecansauren dar. Dabei zeigte sich, daB bei carboxylnaher, aber auch 
bei mittelstaindiger Methyl-Substitution (z. B. 6-Methyl-tridecansiure) 
die allgemeinen Eigenschaften der synthetischen Sauren, z. B. Fahigkeit 
zur Bildung von Derivaten, Kristallisationstendenz, Ausbildung von 
Grenzflachenfilmen, so sehr von dem Verhalten der unbekannten Te- 
tradecanséure abwichen, daB als Erklirung hierfiir die optische Aktivi- 
tit der Ginse-C,,-Séiure nicht mehr ausreichte. Wir rechneten daher 
zunichst mit dem Vorliegen eines Gemischs mehrerer, an verschiedenen 
Stellen der Kohlenstoffkette substituierter Monomethyl-tridecansiuren, 
denn auch der mit Chromsaure in Eisessig durchgefiihrte oxydative 
Abbau brachte keine klaren Ergebnisse. 

Bei der Anwendung der C-Alkyl-Bestimmung* nach Kuhn-Roth 
auf die C,,- und C,,-Sauren aus Gansedriisen und auf langkettige ver- 
zweigie Fettsiuren iiberhaupt zogen wir als Modellsubstanzen einige 
unserer synthetischen Sauren heran, wobei sich ergab, da8 zur Erzielung 
zufriedenstellender Ergebnisse energischere Oxydationsbedin- 
gungen, als sie sonst tiblich sind, notig waren. Unter derartigen Bedin- 
gungen lieferte z. B. synthetische 6-Methyl-tridecansiure 80° der zu 
erwartenden zwei CH;-Gruppen, bei der Tri- und Tetradecansaure aus 
Gansedriisen fand man jedoch 87—95% von drei CH,-Gruppen! 
Das wiirde bedeuten, da8 hier eine mindestens zweifach alkylierte Saure, 
z. B. eine Dimethyl-laurinsaure, vorliegt. Damit lieBe sich auch das von 
den einfach methylierten Dodecan- und Tridecansiuren abweichende 
Verhalten erkliren, besonders auch die Schwierigkeit, zu gut kristalli- 
sierenden Derivaten zu kommen. Vorausgesetzt, daB zwei gleichartige 
Verzweigungen vorhanden sind, miiBte es sich dabei aus Griinden der 
optischen Aktivitaét um zwei tertiiére C-Atome, nicht um ein quartires, 
handeln. Zur Zeit sind wir daher mit der Darstellung entsprechender 
Dimethyl-laurinsiuren als Modellsubstanzen und mit weiteren Ver- 
suchen zur Strukturaufklirung der linksdrehenden Tridecan- und 
Tetradecansaure aus Gansedriisen beschiaftigt. 


* Fiir die Ausfiihrung der C-Alkyl-Bestimmungen sind wir Herrn Dr. Pfundt, 
Chemisches Institut der Universitat Géttingen, sehr zu Dank verpflichtet. 
4* 
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Stellt man im nativen Gesamtfett aus Ginse-Biirzeldriisen die An- 
zahl der sauren und alkoholischen Gruppen einander gegeniiber, so 
halten sich beide recht genau die Waage. Denn der in 100 g Fettstoffen 
enthaltene Octadecylalkohol kann zusammen mit dem geringen Glycerin- 
anteil etwa 0,22 Mol Fettsiuren binden. Die Verseifungszahlen der Fett- 
stoffe in Héhe von 118—127 entsprechen aber ebenfalls rund 0,22 Mol 
Fettsiuren pro 100g Gesamtfett. Da die optisch aktiven Sauren der 
C,,-Gruppe den weitaus gréBten Teil der Gesamtfettsiuren ausmachen, 
enthalten die nativen Fettstoffe aus Ginsedriisen mit Sicherheit Octa- 
decylester dieser Fettsiuren. Dabei liegt die Annahme nahe, daf die 
normalen, nicht optisch aktiven Sauren (in der Hauptsache Cg) mit 
tlycerin, die fliissigen optisch aktiven Saiuren (in der Hauptsache C,,4) 
dagegen mit Octadecanol verestert sind. Denn das Aquivalenz-Verhiilt- 
nis der beiden Saéuregruppen (C,,: C,,) entspricht dem der beiden Alko- 
hole (Glycerin : Octadecanol) und betriigt jeweils etwa 1:4, so daB das 
Glycerin fiir die Bindung von Stearin- und Olsiure, der Octadecanol fiir 
die Bindung der optisch aktiven, verzweigten Sauren gerade ausreichen 
wiirden. Diese Annahme wird sich durch Isolierung der reinen Octa- 
decylester bzw. der reinen Glyceride aus den nativen Fettstoffen priifen 
lassen. Als die spezifische Leistung der Driisenepithelien ist ohne 
Zweifel die Synthese von Octadecylestern verzweigtkettiger 
Fettsaiuren anzusehen, wahrend Stearin- und Olsiure bzw. ihre Gly- 
ceride als beigemengte, unspezifische Fettstoffe gelten konnen. 

Ein Vergleich mit den Fettstoffen der Biirzeldriisen von Enten er- 
gibt, daB bei beiden Tiergattungen Octadecylalkohol als alkoholische 
Komponente in etwa gleicher Menge und Reinheit auftritt, wihrend in 
der Zusammensetzung der Fettsaéuren erhebliche Unterschiede bestehen. 
Insbesondere ist der Anteil der optisch aktiven, verzweigtkettigen 
Sauren bei Ginsen noch hdher als bei Enten; die Kohlenstoffzahlen 
dieser Sauren erstrecken sich aber bei Enten iiber den Bereich C, bis 
C,,, Wahrend bei Gansen fast nur C,, und etwas C,, auftreten. 





































Beschreibung der Versuche 


Gewinnung und Verseifung der Fettstoffe 

Die Biirzeldriisen von frisch geschlachteten oder im Kihlhaus aufbewahrten 
Gansen wurden in der bereits! beschriebenen Weise prapariert. Auch die Auf- 
arbeitung der Driisen bis zur Darstellung der ,,nativen Fettstoffe, die Verseifung 
des Fettes, die Abtrennung des Unverseifbaren und die Glycerinbestimmung ent- 
sprachen der friiher! angegebenen Arbeitsweise. Cholesteringehalt und Kenn- 
ziffer des Gesamtfettes wurden oben bereits mitgeteilt. Jodzahl nach Margosches 
und Neufeld?®, 
















Phosphatide 

Ausfallung der Phosphatid-Fraktion; z. B. 20 g Fett in 40 ccm absol. Ather 
lésen, abkiihlen auf 0°, eingieBen in 120 cem absol. Aceton, 12 Stdn. bei 5° stehen 
lassen. AbgieBen vom Niederschlag, lésen des Niederschlags in wenig absol. Ather, 







18 M. Margosches u. E. Neufeld, Chem. Ztg. 50, 210 [1926]. 
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nochmals in gleicher Weise mit Aceton fallen. Man erhielt 550 mg Niederschlag 
mit einem P-Gehalt von 2,09%. (Mikro-P-Bestimmung mit Ammonmolybdat 
gravimetrisch.) Phosphatidgehalt des Gesamtfettes: etwa 2,75%. 


Das Unverseifbare 

Biirzeldriisenfett ist schwerer zu verseifen als ein gewéhnliches Triglycerid; 
man erzielt restlose Spaltung der Octadecylester durch absolut-alkoholisches 
Natriumathylat, z. B. 100 g Fett, 23 g Na, 400 ccm absol. Athanol, 4 Stdn. unter 
RiickfluB kochen. Das Unverseifbare trennt man ab durch Behandeln der waBrig- 
ithanolischen, alkalischen Seifenlésung mit niedrig-siedendem Petrolither, wie 
friiher beschrieben!. Nach Abdestillieren des Petrolathers bleibt der sogleich 
kristallisierende Octadecylalkohol schwach hellbraun gefarbt, aber dem Augen- 
schein nach in noch hoéherer Reinheit zuriick als derjenige aus Entendriisen. Zwei- 
maliges Umkristallisieren aus Aceton, Schmp. 59,0—59,5°, Misch-Schmp. mit 
synthetischem Octadecanol: 58,5—59,5°. 

3,330 mg Sbst.: 9,740 mg CO,, 4,197 mg H,O. 

C,,H,,0 (270,2). Ber. C 79,92, H 14,16. Gef. C 79,82, H 14,10. 


Derivate 

Carbanilsaure-octadecylester: Aus dem Alkohol mit Phenylisocyanat. 
Zweimal aus Aceton. Schmp. 78,5—79° 

4,212 mg Sbst.: 0,136 ccm N, (korr.), 20°, 735,5 mm (red.). 

C,;H,,;0.N (389,6). Ber. N 3,60. Gef. N 3,64. 

Octadecyl-acetat: Behandlung des Unverseifbaren mit Essigsiureanhydrid 
wie friiher! bei Entendriisen. Das erhaltene Produkt siedete fast vollstandig bei 
175—178°/0,5 mm. Schm. 32,5—33° (aus Aceton). 

Octadecyl-propionat: Aus Octadecyl-jodid und Silber-propionat in 
siedendem Toluol. Schmp. 30,5—31° (aus Aceton). 

Verseifungszah]: 208,60 mg Sbst. verbr. 2,132 cem 0,3-n.KOH. 


VZ ber. 171,8, gef. 172,0. 


Die Fettsaiuren 
I. Aufarbeitung mit Hydrierung der gesamten fliissigen Sauren 
In Anlehnung an die Aufarbeitung der Fettsiuren aus Entendriisen destillierte 
man einen Teil (20 g) der Gesamtfettsiuren aus Ganse-Biirzeldriisen mit Wasser- 
dampf. Die nach mehrstiindigem Destillieren tibergegangene Menge (3 g) war fliissig, 
besaB das Aquivalentgewicht 223,4 (C,, = 228) und lieB sich bei Normaldruck 
nicht fraktionieren. Siedebereich der i im Wasserstrahlvakuum zuerst iibergehenden 
Fraktion: 140—160°/10 mm (1g), Aquiv.-Gew. 208,4 (C,, = 214). Demnach 
waren fliichtige Fettsauren unter C,, nicht oder héchstens in Spuren vorhanden. 
In den folgenden Versuchsreihen verzichtete man daher auf die Wasserdampf- 
destillation und trennte die Gesamtfettsiuren mit Hilfe der Bleisalze in feste und 
fliissige. Zur Arbeitsweise bei der Bleisalztrennung siehe Griin!®, Hilditch?°® 
sowie1, Nach zweimaligem Umfiallen erhielt man z. B. von 18 g Gesamtfettsiuren 
1,6 g feste und 13,9 g fliissige Sauren, bzw. von 32 g Gesamtsauren 2,6 g feste und 
25,9 g fliissige Siuren. Das Mengenverhiltnis feste : fliissige Sauren betragt danach 
im 1. Falle 10,3 : 89,7%, im 2. Falle 9,1 : 90,9%. 


Feste Sauren 
Die aus ihren Bleisalzen freigesetzten festen Sauren (zus. 4,1 g) wurden zwei- 
mal aus Aceton umkristallisiert. Schmp. der 1. Kristallfraktion (2,9 g): 68—68,5°. 
Misch- Schmp. mit Stearinséure: 68—69°. 


19 A, Griin, Analyse der Fette und Wachse, Berlin 1925, S. 221. 
20 T. P. Hilditch, The Chemical Constitution of Natural Fats, London 1947, 


8. 468. 
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3,738, 3,058 mg Sbst.: 10,393, 8,522 mg CO,, 4,218, 3,544mg H,O. — 
149,60 mg Sbst.: verbr. 5,259 cem 0,1-n.NaOH. 

C,sH3,0,. (284,5). Ber. C 75,99, H 12,76, Aquiv.-Gew. 284,5. 

Gef. C 75,87, 76,05, H 12,63, 12,97, Aquiv.-Gew. 284,4. 

Die 2. Kristallfraktion (0,75 g) zeigte ebenfalls ein fiir n-Stearinséure stimmen- 
des Aquivalentgewicht: 152,89 mg Sbst. verbr. 5,385 ccm 0,1-n.NaOH. 

Aquiv.-Gew. ber. 284,5, gef. 283,9. 

Schmp. 66,5—67,5°, Misch-Schmp. mit Stearinsiure: 67—68°. 

Die 3. Kristallfraktion (0,18 g) hatte den Schmp. 51—52°, das Aquivalent- 
gewicht entsprach einer Mischung von Palmitin- und Stearinsiure: 29,29 mg Sbst. 
verbr. 1,128 cem 0,1-n.NaOH. 

Aquiv. -Gew. ber. fiir Palmitinsaure: 256,4, gef. 259,7. 

Demnach entsprechen die beiden ersten Kristallfraktionen reiner Stearin- 
siure, wahrend die 3. Fraktion zu 85% aus n-Palmitinsiure besteht. Im ganzen 
gesehen setzen sich die festen Sauren aus 96% Stearinsiure und 4°% Palmitinsdéure 
zusammen. 

Fliissige Sauren 

Die aus den fliissigen Bleisalzen erhaltenen Sauren, d. s. etwa 90% der Ge- 
samtfettsiuren, wurden in die Athylester umgewandelt und in absol. Athanol mit 
PtO, katalytisch hydriert. Siedebereich der Athylester: 90—160°/0,5 mm, JZZ 
12,7, 1332. 

Hydrierung: z. B. 24,7 g Ester, 70 ccm absol. Athanol, 300 mg PtO,, 1 at, 
38°. H,-Verbrauch 350 ccm, berechnet waren 308 ccm Hy. 

Filtrieren und Abdestillieren des Athanols. JZ = 0. Weitere Ansiatze in 
gleicher Weise. Verseifen der hydrierten Ester, Freisetzen der Sauren und zweite 
Bleisalztrennung. Man erhielt z. B. aus 20,2 g Sauren 3g feste und 15,2 g 
fliissige Saéuren, entspr. einem Verhiltnis fest :fliissig — 16,5% :83,5%. 

Die aus der 2. Bleisalztrennung hervorgegangenen festen Fettsiuren wurden 
aus Aceton umkristallisiert. Die 1. Kristallfraktion (etwa 90°4 der Gesamtmenge) 
erwies sich als reine Stearinséure. Schmp. 68—68,5°. Misch-Schmp. mit Stearin- 
siiure: 68—69°. 

3,549 mg Sbst.: 9,894 mg CO,, 4,024 mg H,O. — 150,46, 121,61 mg Sbst. 
verbr. 5,283, 4,273 com 0,1-n.NaOH 

C,,H,,0, (284,5). Ber. C 75, 99, H 12,76, Aquiv.-Gew. 284,5. 

Gef. C 76,05, H 12, 69, Aquiv.-Gew. 284,8, 284,6. 

Die 2. Kristallfraktion, etwa 10% der gesamten Kristallmenge, bestand nicht 
mehr aus reiner Stearinsaure: Schmp. 60—61°, Aquiv.-Gew. 277,0. Dieses wiirde 
einem Gemisch von etwa 77% Stearinséiure und 23% Palmitinsaure entsprechen. 


Tab. 1. Schub- und Potentialmessung der festen Fettsiuren auf 0,01-n.HCl bei 20°. 





Flachenbedarf maxi- Beginn d. 


reine Potential- 


pro Molekel in A? | Dyn/em : 
? Grenz- 
anderung, 


Substanz beim flachen 
: , Kollaps | “2°28 | A2/Mole- 
bei beim potential- kel 
0,06 Dyn| Kollaps in mV ” 


n-Stearinsiure, synthet. . 24,0 19,0 BE 400 36,0 
n-Stearinsaure, aus Ganse- 
driisen ... 24,2 18,7 : 38,0 
n-Stearinsaure, aus Ganse- 
driisen, nach- slereinies 
gewonnen .. 24,9 18,5 50,¢ 7 38,5 
17-Methy]l- stearinsaure, 
SS a Se 29,6 24, 29, 7 47,9 
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Flissige Sauren nach Abtrennung der ungesattigten Anteile durch Hy- 
drierung und Bleisalz-Fallung. 

Die Destillation der freien Sauren (20,5 g; JZ = 0) ergab folgendes Bild: 

A) 140—145°/0,9 mm = 7,6 g, Aquiv.-Gew. 225.3, 
B) 145—150°/0,9 mm = 8,2 g. Aquiv.-Gew. 227,3, 
C) 150—152°/0,9 mm = 2,8 g, Aquiv.-Gew. 227,4, 
D) 152—153°/0,9 mm = 1,6 g, Aquiv.-Gew. 230,4. 

Samtliche Fraktionen drehten die Ebene des polarisierten Lichtes nach links. 
Durch Feinfraktionierung tiber kleine Fiillkérperkolonne gelang es, aus Fraktion A 
eine Tridecansiure und aus den Fraktionen B, C, D eine Tetradecansiure zu iso- 
lieren, als Zwischenfraktionen blieben geringe Mengen zweier Siuregemische mit 
den Aquivalentgewichten 223,7 und 226,8 zuriick. 

Fraktion C,,: Auf Grund des Aquivalentgewichtes Tridecansaure. Kristal- 
lisiert nicht wahrend fiinftagigem Aufbewahren bei —20°. 

4,971 mg Sbst.: 13,309 mg CO,, 5,490 mg H,O. — 135,98 mg Sbst. verbr. 
6,385 ccm 0,1-n.NaOH. 

C,3H_g0, (214,3). Ber. C 72,84, H 12,33, Aquiv.-Gew. 214,3. 

Gef. C 73,06, H 12,36, Aquiv.-Gew. 213,0. 
a — 15,09 
“ip ~ 7.0,8613 

C-Alkyl-Bestimmung: 4 Stdn. bei 150—160° mit Chrom-Schwefelsiure 
oxydiert. 15,02 mg Sbst. verbr. 8,99 ccm 0,0205-n.NaOH = 18,4% CH;. Das 
sind 87,7% von drei CH,-Gruppen. 

Fraktion C,,: Auf Grund des Aquivalentgewichtes Tetradecansaure. Kri- 
stallisiert nicht wahrend 5-tagigem Aufbewahren bei —20°. 3,100 mg Sbst.: 
8,360 mg CO,, 3,493 mg H,O. — 123,09 mg Sbst. verbr. 5,400 ccm 0,1-n NaOH. 

C,4H,,0, (228,4). Ber. C 73,63, H 12,36, Aquiv.-Gew. 228,4. 

Gef. C 73,59, H 12,61, Aquiv.-Gew. 227,9. 
20 _ — 15,65 _ 
[*]p = 1-0,87577 

C-Alkyl-Bestimmung: 4 Stdn. bei 150—160° oxydiert. 10,41 mg Sbst. 
verbr. 5,81 com 0,0205-n.NaOH = 17,15% CH,. Das sind 87% von 3 CH;- 
Gruppen. Ber. fiir 3 CH,-Gruppen: 19,749 CH3. 


— 17,52°. 


— 17,87°. 


II. Abgeanderte Aufarbeitung 


Isolierung der optisch aktiven Saurefraktionen ohne vorherige Hydrierung. 

75g Gesamtfettsiuren wurden durch dreimaliges Abdestillieren (20 cm- 
Fillkérperkolonne) von je 180 ccm Athanol-Toluol-Gemisch (2:1) unter Zusatz 
von 0,8 ccm konz. H,SO, verestert. Aufnehmen des Estergemisches in Ather, 
waschen mit H,O, NaHCO, H,O; trocknen mit CaCl,, abdestillieren des Athers, 
Fraktionierung “der Ester iiber. 40 cm-Fiillkérperkolonne (elektrisch beheizt), s. 
Tab. 2. 


Tab. 2. Destillation der Athylester von 75 g Gesamtfettsiuren. 





Fraktion Siedebereich Menge | JZ 


142—150°/13 mm 17,3 g 
150—154°/13 mm 8,0.g 
154— 1569/13 mm 8,7 g 
156—157°/13 mm 18,8 g 
157—182°/13 mm 5,0 g 
150—180°/0,5 mm 9,2 g 
180—182°/0,5 mm 2,6 g 
182—190°/0,5 mm 3,4 g 
73,0 g 





Horie Dawb> 
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_ Die Fraktionen A—E wurden verseift, fraktioniert destilliert (Kolonne), 
Aquivalentgewichte und optische Drehungen bestimmt (Tab. 3). 


Tab. 3. Destillation der freien, optisch aktiven Sauren 
(aus den Esterfraktionen A—-E gewonnen). 





Fraktion Siedebereich Menge | Aquiv.-Gew. | Drehung® 





Al 164—169°/12 mm 2,8¢ 211,4 —17,80 
All 169—1729/12 mm 3,8 g 224,5 —21,37 
AIll 172—173°/12 mm 8,9 g 227,8 —21,26 
BI 166—169°/12 mm 15g 227,4 —21,18 
BII 169—170°/12 mm 14g 227;3 —21,33 
BIII 170—171°/12 mm 2,8 g 228,4 —21,35 
CI 167—168°/12 mm 2,3 g 227,6 . —21,88 
CII 168—169°/12 mm 1,9¢g 227,4 —22,02 
CIIlI 169—1719/12 mm 2,0 g 227,3 —21,95 
DI 170—172°/12 mm 2,4¢ 228,9 —21,88 
DII 172—173°/12 mm 3,9 g 226,1 —22,18 
D III 173—174°/12 mm 5,8 g 228,8 —21,55 
DIV 174—1769/12 mm 1,4¢ 231,8 —20,70 
EI 171—172°/12 mm 10g 231,8 —19,82 
EII _172—1739/12 mm 1,8 g 231,0 —20,44 














Wie aus Tab. 3-hervorgeht, liegt das Aquivalentgewicht der Fraktion A I 
nahe bei demjenigen von Tridecansaéure (214,3), A II entspricht einer Mischung 
von Tridecan- und Tetradecansiure, wihrend die folgenden 10 Fraktionen von 
ATII bis DIII samtlich innerhalb der Fehlergrenzen (+ 1%) mit Tetradecan- 
siure (228,4) iibereinstimmen. Erst die letzten drei Fraktionen (DIV, EI, E II) 
liegen um wenig mehr als 1% iiber dem berechneten Aquivalentgewicht der 
Tetradecansaure. 


Tetradecansaure aus Fraktion BIII 
Fliissig, erstarrt nicht bei —20°. 


3,650, 4,887 mg Sbst.: 9,842; 13,219 mg CO,, 4,108; 5,377mg H,O. — 
149,68 mg Sbst. verbr. 6,552 ccm 0,1-n.NaOH. 


C,4H,, 0, (228,4). Ber. C 73,63, H 12,36, Aquiv.-Gew. 228,4. 
Gef. C 73,58, 73,82, H 12,59, 12,31, Aquiv.-Gew. 228,4. 

— 19,02° 

™ "7-0,89091 

Mikrohydrierung: 4,995 mg Sbst. (Fraktion BIT), PtO, nach Adams, 
Eisessig. t = 20,1°, 747 mm (korr.). H,-Verbrauch: 0,00 ccm. Fraktionen C III 
und DIII zeigten ‘ebenfalls keine H, -Aufnahme. 

C-Alkyl-Bestimmung: healed 4 Stdn. bei 165—170° oxydiert. 
10,28 mg Sbst. verbr. 6,27 com 0,0205-n.NaOH = 18,8% CH;, desgl. 10,52 mg 
Sbst. verbr. 5,97 ceom 0,0205-n.NaOH = 17,49 CH,. Das sind 95,5 bzw. 88,2% 
von 3 CH,-Gruppen. Berechnet fiir drei CH,-Gruppen: 19,74°%% CH. 

Die Ester-Fraktionen F, G, H (s. Tab. 2) wurden vereinigt, verseift, durch 
Bleisalztrennung in feste und fliissige Sauren zerlegt und die letzteren hydriert. 
Man erhielt, wie oben bereits fiir die beiden ersten Aufarbeitungen beschrieben, 
als feste Séuren fast nur Stearinsiure mit einem geringen Palmitinsiureanteil, 
wahrend aus den fliissigen Séuren nach der Hydrierung ebenfalls praktisch nur 
Stearinsiure hervorging, die auf Grund der urspriinglichen Jodzahl und des H,- 
Verbrauchs aus Olsdure stammen muBte. 


[x], = 21,35°. 
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Zusammenfassung 


Die atherléslichen Fettstoffe der Biirzeldriisen von Ginsen wurden 
praparativ aufgearbeitet. Ahnlich den friiher untersuchten Entendriisen 
bestehen die Fettstoffe iiberwiegend aus Octadecylestern optisch 
aktiver Fettsauren. 

Das Unverseifbare enthalt praktisch nur n-Octadecanol, auf den 
gewichtsmaBig fast die Halfte der Fettstoffe entfallt. 

Die Fettsiuren bestehen zu etwa 20% aus normalen C,,- und Cj,- 
Saiuren, wobei Stearin- und Olsdiure durchaus iiberwiegen. Rund 80% 
der Fettsiiuren entfallen auf optisch aktive, fliissige, gesaittigte Sauren, 
die zumeist 14, zu einem kleinen Teil 13 C-Atome besitzen. Diese Saiuren 
nehmen weder Jod noch Wasserstoff auf und tragen auf Grund der 
C-Alkyl-Bestimmung mehr als einen seitenstindigen Alkylrest. Ihre 
Strukturaufklarung wurde in Angriff genommen. 


Die Bestimmung von Vitamin B, 
in Gegenwart fluoreszierender Substanzen 


Von 
Rudolf Fried 
Aus dem Laboratorium der Chemisch-Pharmazeutischen Fabrik Adolf Klinge GmbH., Miinchen 9 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17, Juni 1952) 


Zur Bestimmung von Vitamin B, wurde eine Reihe von biologischen 
und chemischen Bestimmungsmethoden ausgearbeitet!. Da die bio- 
logischen Teste einen groBen Aufwand an Zeit und Material erfordern, 
greift man besonders zur laufenden Betriebskontrolle gerne auf chemische 
Bestimmungsmethoden zuriick, wie z. B. 

. die Oxydation des Aneurins zu fluoreszierendem Thiochrom? und 
die Messung seiner Fluoreszenz’, 
2. die kolorimetrische Bestimmung des aus Diazobenzolsulfonsiure 
und Aneurin gebildeten Azofarbstoffs4, 
3. die photometrische Messung eines Berlinerblau-Sols®, 
. die maBanalytische Bestimmung des Aneurins®. 


1 Zusammenfassung der Literatur bei Ammon-Dirscherl, Fermente, 
Hormone und Vitamine, Georg Thieme, Leipzig; F. Gstirner, Chemisch-phy- 
sikalische Vitaminbestimmungsmethoden, Ferd. Enke, Stuttgart. 

2 B. Jansen, Rec. trav. chim. Pays Bas 55, 1046 [1936]; Z. Vitaminforschg. 
7, 239 [1938]. 

3 ¥. Cohen, Ree. trav. chim. Pays Bas 54, 133 [1935]. 

4H. Kinnersley u. R. Peters, Biochem. J. 28, 667 [1934]; 29, 2369 [1935]; 
82, 1516 [1938]. 

5 F. Reindel u. H. Habersbrunner, Vitamine u. Hormone 4, 306 [1943]. 

6 K. Slotta u. K. NeiBer, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1984 [1938]. 
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Alle diese Verfahren haben jedoch den Nachteil, daB Stoffe, die 
entweder fluoreszieren, mit Diazobenzolsulfonsiure koppeln oder redu- 
zierend wirken, bei ihrer Anwesenheit neben Aneurin dessen Bestim- 
mung erheblich stéren. Man hat versucht, diese Fehler durch selektive 
Adsorption des Thiamins an Bleicherde oder Silikagel auszuschalten. 
Die Adsorption des Aneurins ist jedoch nicht immer selektiv und es 
treten auch bei dieser Behandlung beachtliche Verluste auf’, so daB 
eine andere Methode, das Vitamin B, von seinen stérenden Begleit- 
stoffen zu trennen, zu suchen war. Eine solche Méglichkeit bot sich 
uns in der Ionophorese auf Papierstreifen, wie sie z. B. zur Trennung 
von Aminosiuregemischen verwendet wurde*®. Das Aneurin wandert 
bei py 5,4 im elektrischen Feld sehr rasch zur Kathode und trennt sich 
dabei von anderen Stoffen ab. Es kann auf dem Papier mit alkalischer 
Ferricyanidlésung zu Thiochrom oxydiert werden und mit Hilfe eines 
Gerits zur Messung der Fluoreszenzintensitit auf Papierstreifen® 
quantitativ bestimmt werden. Die Bildung des Thiochroms auf dem 
Papierstreifen dauert je nach Konzentration etwa 2 Minuten. Gleich- 
zeitig wird dieses jedoch unter der Wirkung der UV-Strahlen teilweise 
zerstort. Die zu beobachtende Fluoreszenz steigt also langsam an und 
nimmt nach Erreichen eines Maximums wieder ab. Die Starke der 
Fluoreszenz ist auch von der Ausdehnung des fluoreszierenden Fleckens 
abhangig. Man muB daher die Proben méglichst gleichmabig auftragen 
und dafiir sorgen, daB die Flecken beim Bespriihen mit alkalischer 
Ferricyanidlésung nicht verwischt werden. Zu einer solchen Stérung 
kommt es, wenn das Oxydationsmittel dem Papier ungleichmafig 
aufgespriht wird und durch ungleichmaBiges Verdunsten eine Fliissig- 
keitsbewegung im Papier auftritt. Als vorteilhaft hat sich erwiesen, 
an Stelle der waBrigen Lauge eine alkoholische Kalilauge zu verwenden 
und nur das kleine Stiick des Streifens, welches das Aneurin trigt, zu 
besprithen. In Methanol ist Aneurin wenig léslich; bis es zu Thiochrom 
oxydiert ist, hat sich auf dem kurzen Papierstreifen der Ausgleich der 
Fliissigkeit eingestellt. Trotz dieser VorsichtsmaBnahmen lassen sich 
Schwankungen der Fluoreszenzintensitét von -+- 10—12°% nicht ver- 
meiden. Um die Genauigkeit der Methode zu verbessern, werden von 
jeder Probe 8 Streifen gleichzeitig der Ionophorese unterworfen, mit 
Ferricyanid oxydiert und gemessen, Das Mittel der 8 Einzelmessungen 
ergibt mit Hilfe einer anzufertigenden Eichkurve den gesuchten Aneurin- 
gehalt. Die Fehlerbreite betrigt jetzt héchstens + 3%. Die Eich- 
kurve verliuft von 0—2,5y Thiamin in 0,01 cm* Flissigkeit gerad- 
linig. Die Messungen werden zweckmaBig in diesem Bereich ausgefiihrt. 

Der Vorteil dieser Methode liegt in der Méglichkeit, das Aneurin 
von stérenden Stoffen ohne verlustreiche Adsorption abzutrennen. 


7H. Otto u. F. Riihmekorb, Klin. Wschr. 17, 1246 [1938]; Dtsch. med. 
Wschr. 64, 1511 [1938]. 

8 Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 35, 29 [1948]. 

® K.Semm u. R. Fried, Naturwiss. 39, 326 [1952]. 
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Auch werden fiir eine Probe weniger als 0,1 cm* Lésung bendétigt. Eine 
Bestimmung dauert etwa 2 Stunden. 


Aufstellen der Eichkurve und Ausfiihrung der Bestimmung 


Es wird ein Gerat fiir Horizontalelektrophorese* verwendet, das gleich- 
zeitig acht Papierstreifen (4x28 cm Whatman Nr. 1) aufnehmen kann. Mit einer 
Kapillarpipette werden auf die Mitte des Streifens 0,01 cm® einer Aneurinlésung 
bekannten Gehalts (nicht mehr als 25 mg%) auf einem 2 cm langen Querstrich 
aufgetragen. Der Streifen wird mit einem Veronal-Acetat-Puffer py 5,4 (2,94 g 
Veronalnatrium, 1,94 g Natriumacetat krist., 150 cm* n/10-HCl, H,O ad 350 cm*) 
bespriiht und in das Gerat, das mit demselben Puffer beschickt ist, eingelegt. Dann 
wird eine gleichgerichtete Wechselspannung von 220 Volt angelegt. Nach 45 Min. 
Jonophoresedauer werden die Streifen in waagrechter Lage getrocknet. Man 
schneidet nun ein 5 cm langes Stiick — von der Mitte des Streifens zur Kathode 
gemessen — heraus, legt es auf die in das MeBgerat®* einzufiihrende Glasplatte 
und bespriiht es mit einer Mischung von 1 cm® 1-proz. Kaliumferricyanidlésung 
und 24 cm’ 0,5-n. methanol. Kalilauge. (Bei Zugabe der Lauge zur Ferricyanid- 
lésung fallt letzteres als Triibung aus. Vor dem Bespriihen muB das Oxydations- 
mittel kraftig geschiittelt werden.) Das gut angefeuchtete Papier wird auf dem 
Glas festgedriickt und sofort zwischen die Filter der UV-Lichtquelle und der Photo- 
zelle gebracht. Man stellt auf groBte Helligkeit ein und liest das nach einigen Mi- 
nuten sich einstellende Maximum der Fluoreszenz ab. Als Blindwert ist die Eigen- 
fluoreszenz des mit dem Reagens bespriihten Papierstreifens abzuziehen. Nach der 
Ablesung kontrolliert man die Form des Thiochromfleckens. Proben mit stark ver- 
waschenem Rand sind zu verwerfen. Aus den Messungen der acht Streifen ermittelt 
man den Wert fiir die Kichkurve. Bei der Ausfiihrung der Bestimmung wird zuerst 
durch Ionophorese einer Verdiinnungsreihe die geeignete Konzentration fiir die 
Messung ermittelt. Im iibrigen wird wie oben verfahren. 


Zusammenfassung 


Es wird eine neue Vitamin-B,-Bestimmungsmethode angegeben, 
die auf der papierionophoretischen Trennung des Aneurins von stérenden 
Begleitstoffen beruht. Das Vitamin B, wird auf dem Papier zu Thio- 
chrom oxydiert, dessen Fluoreszenz gemessen wird. 


* Hersteller: K. Semm, Wissenschaftl. Apparate, Miinchen, Agnesstr. 58. 
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Fumaraldehydséure und Maleinaldehydséure in der Gewebeatmung 
Von 
F. L. Breusch und E. Ulusoy 
Aus dem II, Chemischen Institut der Universitat Istanbul 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19, Juni 1952) 


Dieser Arbeit lag die Annahme zugrunde, daf die Succino-Dehy- 
drase, deren Reinigung oder Aufteilung in Komponenten immer noch 
nicht gelungen ist, eventuell aus zwei Enzymen besteht: 1. Einem der 
Glyoxalase ahnlichen Enzym, das Bernsteinsiiure mit Fumaraldehyd- 
siure ins Gleichgewicht setzt, und 2. einer Fumaraldehyd-Dehydro- 
genase, die an die Cytochrome anschlieBt. 

COOH COOH 
| 
HCH 
| { 
HCH HC 
| | | 
COOH COOH COOH 


Bernsteinsaure Fumaraldehydsaure Fumarsaure 
analog der Glyoxalase 


COOH CHO COOH COOH 
| | 


a __ | | 
HC—OH a Oe . CO |UD 


| | 
CH, CH, CH, CH, 
Milchsaure Methylglyoxal Brenztraubensaure 
als Enol Enol- Keto-Form 


Das erste Enzym miiBte imstande sein, zugesetzte Fumaraldehyd- 
siiure in Bernsteinséiure umzuwandeln; das zweite mite Fumaraldehyd- 
siure zu Fumarsiaure dehydrieren. 

Die Annahme erwies sich als nicht richtig. Sowohl die trans-Fumar- 
aldehydsiaure, wie die cis-Maleinaldehydsaure sind in den von uns unter- 
suchten Konzentrationen starke Gewebegifte. Beide Siuren verhalten 
sich dem Gewebe gegeniiber genau gleich, wihrend man, wenn die 
Formulierung richtig ware, erwarten sollte, daB die der Fumarsiure 
nahestehende Fumaraldehydsiure biochemische Unterschiede von der 
Maleinaldehydsaure zeigt. 

Die beiden Aldehydsaéuren hemmen die Gewebeatmung etwa so 
stark wie Formaldehyd und sind wie dieser ausgesprochene Protein- 
fallungsmittel. 

Nur bei kleinen Konzentrationen, 1/1000-mol. und weniger, fanden 
wir eine geringe Atmungssteigerung, wie sie Holtkamp und Hill? 
auch bei ahnlichen Konzentrationen von Malondialdehyd feststellten. 


1 E. Holtkamp u. R.M. Hill, Arch. Biochem. Biophysics 34, 216 [1951]. 
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Eine Umwandlung der Fumaraldehydsaure in Bernsteinsaure, wie 
man sie in Analogie zur Glyoxalase im Gewebe vermuten kénnte, findet 
daher nicht in merkbarem Umfang statt. 

Der hemmende EinfluB von Fumar- und Maleinaldehydsaure auf die 
Gewebeatmung wird durch aquimolekulare Mengen von Cystein und 
Glutathion aufgehoben. In ihrer Gegenwart lassen sich die Aldehyd- 
siuren kolorimetrisch (s. nachste Arbeit) nicht mehr nachweisen. Es 
sind definierte Thioacetale entstanden, wie sie von Holmberg und 
Mattison? fiir Formaldehyd, von Schubert? fiir Acetaldehyd und von 
Bongartz‘ fiir Zimtaldehyd und Thioglykolsaiure beschrieben sind. 

Reines Biotin, das nach Werkman und Mitarbb.® bei Escherichia- 
coli-Extrakten die Aktivitaét der Succinodehydrogenase um 300% erhoht, 
ist auf die biologische Wirkung unserer Aldehydsauren auch bei Zugabe 
von 3 mg ohne EinfluB. 


Experimentelles 


Die verwendete Fumaraldehydsaure hat der eine von uns zuerst miihsam 
nach der alten Methode von Fecht® am Basler Chemischen Institut bei Prof. Reich - 
stein aus Mitteln der Firma Hoffmann-La Roche hergestellt. Spater erhielten 
wir groBere Mengen von Prof. G. O. Schenk aus Gottingen, der das Gemisch der 
Malein- und Fumaraldehydsauren nach einer neuen Methode durch Sonnenlicht- 
Oxydation von Furfurol herstellte’. ‘Wir danken fiir die freundliche Hilfe. Durch 
fraktionierte Kristallisation aus Chloroform lieBen sich die beiden Sauren rein ge- 
winnen. Unsere Fumaraldehydsaure schmolz bei 126—127°, die Maleinaldehydsaure 
bei 60°. 

Eine kolorimetrische Bestimmungsmethode der beiden Aldehydsauren ist in der 
folgenden Arbeit beschrieben. 

Die Atmungsversuche wurden im Warburg-Apparat durchgefiihrt. Zu je 300 mg 
frischem Taubenmuskelbrei in 1,1 ml doppeltkonzentrierter Ringerlésung mit 
Phosphatpufferzusatz wurden aus SeitengefiBen im Warburg-Apparat die zu 
messenden neutralisierten Substanzen in insgesamt 1,1 ml Wasser bei 38° zugekippt 
und die Atmung 60 Min. verfolgt. 


Ergebnisse 


Im folgenden wird jedes Kurvenbild einzeln besprochen. 

Die Atmung des Taubenmuskelbreis wird durch 0,002-m. neutrale 
Fumaraldehydsiiture um 80% vermindert, 0,0008-m. hemmt 50%, 
wihrend 0,0004-m. die Atmung um etwa 10 bis 15% erhdht.. Malein- 
aldehydsaéure verhalt sich in allen Konzentrationen genau ebenso. 

0,0012-m. Glutathion oder Cystein reduziert die Atmungshemmung 
von 0,002-m. Fumaraldehydsaure von 80° auf 30%. Aquimolekulare 


2 B. Holmberg u. Mattison, Liebigs Ann. Chem. 353, 125 [1907]. 

3M. P. Schubert, J. biol. Chemistry 114, 341 [1936]. 

4 Bongartz, Ber. dtsch. chem. Ges. 21, 476 [1888]. 

5 §. J. Ajl, W. R. Hart u. C. H. Werkman, Enzymologia [Den Haag] 14, 1 
[1950]. 

6 H. Fecht, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 1272 [1905]. 

? G. O. Schenku. R. Appel, Naturwissensch. 38, 122 [1946]; G. O.Schenk, 
Angew. Chem. 61, 389 [1949]. 
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Abb. 1. Hemmung der Atmung 
durch Fumaraldehydsaure. 
I: 0,1 mg = 0,0004-m. Fumar- 
aldehydsaure, II: Kontrolle, Ge- 
webe ohne Fumaraldehydsaure, 
III: 0,2 mg = 0,0003-m. Fumar- 
aldehydsaure, IV: 0,5 mg = 0,002- 
m. Fumaraldehydsaure. 
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Abb. 2. Aufhebung der Atmungs und : 

hemmung von Fumaraldehydsaure Aldel 

durch Glutathion und Cystein. In 

- I: 2mg = 0,0024-m. Glutathion, etwa 

~ 400) ohne Fumaraldehydsaure; II: 2 dati 

4 mg = 0,0024-m. Glutathion, 0,5 mg von 

= 0,002-m. Fumaraldehydsaure. Vers 

= 300 III: Kontrolle, Gewebe ohne Fu- Beb1 
5 maraldehydsaure und ohne Gluta- 
7 thion; IV: 1mg = 0,0012-m. Gluta- 
S thion, 0,5 mg = 0,002-m. Fumar- 

I aldehydsaure; V: 0,5mg = 0,0006- 

hemr 





m. Glutathion, 0,5 mg = 0,002-m. 
Fumaraldehydsaiure; VI: 0,5 mg zu 80 
0,002-m. Fumaraldehydsaure, Aldeh 
ohne Glutathion. 
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Konzentrationen heben die Atmungshemmung vollstindig auf, jedoch 
nur, wenn die Thioverbindung gleichzeitig mit der Aldehydsaure zu- 
gegeben wird. Wird die Aldehydsaure zuerst zugesetzt, so ist die Atmung 
irreversibel, anscheinend durch Protein-Denaturierung, gestért, und wird 
durch die Thioverbindungen nicht wieder hergestellt. 

Die Aldehydgruppe wird dabei durch die Bildung einer Thioacetal- 
gruppe chemisch blockiert. Bei der Bestimmung der Aldehydsiuren mit 
der in der folgenden Arbeit beschriebenen kolorimetrischen Methode 
bieiben auch in vivo die Farbreaktionen nach Zusatz von genau 1 Mol 
Glutathion oder Cystein aus. 
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Abb. 3. Verschwinden von Fumar- 

und Maleinaldehydsaure, a) in fri- 

schem und b) in gekochtem Tauben- 
muskelbrei. 
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Frischer und gekochter Taubenmuskelbrei in Ringerphosphatlosung wie 
vorhergehend in mehreren gleichen Parallelversuchen mit Zugabe von je 1 mg 
Aldehydsaure bei 38° im Warburg-Apparat bebriitet. Nach verschiedenen Zeiten 
je ein Gefi8 durch Zugabe von 3 ml 30-proz. Trichloressigséurelésung enteiweiBt 
und im klaren Filtrat mit der in der folgenden Arbeit beschriebenen Methode die 
Aldehydsaure bestimmt. 

Im lebenden Gewebe verschwinden Fumar- und Maleinaldehydsaure 
etwas rascher als im gekochten. Es kann sich dabei nicht um ein oxy- 
datives Verschwinden handeln, da in den verwendeten Konzentrationen 
von 0,004-m. die Gewebeatmung fast vollstaindig aufgehoben ist. Das 
Verschwinden ist wahrscheinlich auf cine Verbindung mit wahrend der 
Bebriitung freiwerdenden SH-Gruppen zuriickzufihren. 


Zusammenfassung 


Reine neutralisierte Fumaraldehydséure und Maleinaldehydsiure 
hemmen die Atmung von Taubenmuskelbrei in 0,002-m. Konzentration 
zu 80%, 0,0004-m. Lésungen erhéhen die Atmung um etwa 15%. Beide 
Aldehydsiuren sind Proteinfallungs- und SH-Blockierungsmittel. Die 
Hemmungswirkung wird durch gleiche molare Konzentrationen von 
Glutathion und Cystein aufgehoben. 
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Kolorimetrische Bestimmung von Fumaraldehydsaure 
und 2-3-ungesattigten Aldehyden 


Von 
F. L. Breusch und E. Ulusoy, 
Aus dem II. Chemischen Institut der Universitat Istanbul 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juni 1952) 


Hohere gesittigte Aldehyde sind von Feulgen u.a. als natiirliche 
Bestandteile der Zell-Lipoide aufgefunden worden. Ihre biologische 
Bedeutung ist noch unbekannt. 2.3-Ungesittigte Aldehyde sind még- 
liche Zwischenprodukte des Fettsiurestoffwechsels in lebenden Zellen. 

Da in der voranstehenden Arbeit der biologische Einflu8 der Fumar- 
und Maleinaldehydsaure untersucht wurde, wurde zu deren Bestimmung 
eine kolorimetrische Methode ausgearbeitet. die allgemein auf 2.3-un- 
gesittigte Aldehyde anwendbar ist. 

Die Reaktion beruht auf der Bildung von in konzentrierter Lésung 
braungelben, in verdiinnter griingelben, wasserléslichen Kondensations- 
produkten aus p-Aminophenol und 2.3-ungesattigten Aldehyden in 
saurer Losunrig. 

Da die Methode fiir biologische Zwecke gedacht ist, bei der ent- 
eiweiBte Gewebe-Extrakte zur Untersuchung kommen, wurde Trichlor- 
essigsiure als Standardsaure verwendet. 


Die Farbintensitét hangt von der Menge der in der Loésung an- 
wesenden Trichloressigsaure ab; sie steigt ziemlich linear mit steigender 
Saiurekonzentration. Die Séurekonzentration mu deshalb nach der 
kolorimetrischen Messung jedesmal durch Titration ermittelt werden. 


Experimentelles 

Losungen: 

1. Eine Lésung von 300 mg p-Aminophenol-Hydrochlorid (Merck) in 10ml 
6-proz. Trichloressigsaure wird mit wenig Merckscher Tierkohle versetzt, iiber 
Nacht bei Zimmertemperatur belassen, dann klar filtriert. Diese praktisch farblose 
Lésung ist im diffusen Tageslicht 48 Stdn. stabil und farbt sich dann langsam 
violett. 

2. 40-proz. Trichloressigsdaure-Lésung in Wasser. 

3. Zur Testung x mg Aldehyd in 10 ml Wasser; oder, wenn die Substanz in 
Wasser schwer loslich ist, in 1 ml Methanol puriss. oder 1 ml Aceton puriss. gelost 
und mit Wasser auf 10 ml aufgefiillt; oder bei Gewebeextrakten klares eiweibfreies 
Trichloressigsaure-Filtrat. 

Messung: 

Zu 0,5—3,5 ml der 40-proz. Trichloressigsiure-Lésung (Lésg. 2) wurde die zu 
messende Substanz in 1—4 ml zugegeben (Lésg. 3). Dann wurde auf 8 ml mit 
Wasser aufgefiillt und 2 ml der Reagens-Lésung | zugegeben. Die Farbe kann sofort 
abgelesen werden; sie andert sich in geniigend saurer Lésung (mehr als 6% Trichlor- 
essigsiure) in den ersten 2 Stdn. nicht. 

Die Intensitaten der meist gelb-griinen Farben wurden im ZeiBschen Stufen- 
photometer unter Beniitzung von 10-mm-Kiivetten und mit Filter 8. 43 gemessen. 

Da der Extinktionskoeffizient sich mit der Siurekonzentration andert, und die 
Konzentration der Trichloressigsiure, besonders bei enteiweiBten Gewebeextrakten, 
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nicht genau berechnet werden kann, muB jede Lésung nach der Messung mit 
n/10-NaOH und Phenolphthalein titriert werden. Die griin-gelbe Farbe stért dabei 
nicht. 

Cystein und Glutathion verhindern die Farbreaktion durch Bildung von 
Thioverbindungen mit aquimolekularen Mengen Aldehyden, wie in der vorstehenden 
Arbeit bei Fumaraldehydsaure gezeigt wurde. 
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Abb. 3. Furfurol. 
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Abb. 4. Crotonaldehyd. 


Ergebnisse 
Die MeBkurven wurden fiir folgende Substanzen bestimmt: Fumar- 
aldehydsiure, Maleinaldehydsiure, Zimtaldehyd, Furfuraldehyd (Fur- 
furol), und Crotonaldehyd. Acrolein gibt am Anfang mefSbare Werte; 
es bilden sich aber rasch ausfallende Kondensationsprodukte, so daB die 
Farbe nicht stabil ist. 
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Die Empfindlichkeit der Methode (Extinktion 0,5 = 50° unter 
unseren Bedingungen, Substanz in 10 ml 10-proz. Trichloressigsiure) 
betragt: 0,62 mg Fumaraldehydsaure, 0,62mg Maleinaldehydsiure, 
0,08 mg Zimtaldehyd, 0,6 mg Furfurol und 16 mg Crotonaldehyd. 

Gesattigte Aldehyde, Formaldehyd, Acetaldehyd, Heptanal, weiter 
Aceton, Alkohole sowie Mesityloxyd als 2.3-ungesiattigtes Keton 
reagieren auch in groBen Konzentrationen nicht. Benzaldehyd zeigt in 
Konzentrationen von 1% aufwarts leichte Farbbildung. 


Zusammentassung 
Eine kolorimetrische Bestimmungsmethode fiir Fumaraldehydsaure 
und Maleinaldehydséure, Farbbildung mit p-Aminophenol in trichlor- 
essigsaurer Lésung wurde ausgearbeitet. Andere 2.3-ungesittigte Alde- 
hyde wie Zimtaldehyd und Furfurol geben dieselbe Reaktion. 2.3-unge- 
siittigte Ketone und normale Aldehyde reagieren nicht. 


Zum Reaktionsmechanismus der Triosephosphatdehydrierung 
Von 
Helmut Holzer und Erika Holzer 
Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der Universitét Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3, April 1952) 


Wird ruhende Hefe bei px5,4 mit m/100-Jodacetat versetzt, so 
kann durch Zusatz von Glucose unter aeroben und anaeroben Bedin- 
gungen kein manometrisch beobachtbarer Glucoseumsatz erzielt werden. 
Diese Hemmung ist auf eine Inaktivierung der Triosephosphatdehydrase 
durch Jodessigsiure zuriickzufiihren. Auffallend ist, daB dieselbe 
Jodacetatkonzentration bei Zusatz zu atmender und girender Hefe 
wirkungslos ist, erst nach etwa 40 Min. tritt Hemmung des Stoffwechsels 
ein (Abb. 1 und 2). Wir haben angenommen, daf die Schutzwirkung 
vor Jodessigsiure bei aktiver Atmung oder Girung darauf beruht, daB 
sich eine erhéhte, stationire Konzentration an Phosphoglycerinaldehyd 
einstellt und Phosphoglycerinaldehyd mit den fiir die Aktivitaét der 
Triosephosphatdehydrase notwendigen SH-Gruppen reversibel eine 
Verbindung eingeht. Auf diese Weise wird die Konzentration an freien 
SH-Gruppen erniedrigt und damit die inaktivierende Reaktion 

Protein-SH + JCH,-COOH > Protein-S-CH,-COOH + HJ 
verlangsamt. 

Den Einwand, das Phinomen beruhe auf verschiedener Durch- 
lissigkeit der Zellmembran fiir Jodessigsiure, konnten wir durch 

5* 
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Abb. 1. Abb. 2. 

Abb. 1. Kinetik der Jodacetathemmung bei atmender und ruhender Hefe. 
(1) atmende Hefe ohne Jodacetat; (2) atmende Hefe, Jodacetat zugekippt; 
(3) ruhende Hefe, Jodacetat und Glucose zugekippt. Einzelheiten: Versuch 1. 

Abb. 2. Kinetik der Jodacetathemmung bei girender und ruhender Hefe. 


(1) garende Hefe ohne Jodacetat; (2) girende Hefe, Jodacetat zugekippt; (3) ruhende 
Hefe zu Glucose, Jodacetat und m/375-Cyanid gekippt. Einzelheiten: Versuch 2. 





500 
(2) 
(7)| Abb. 3. Jodacetathemmung nach aerober Vorinku- 
bation mit Alkohol. (1) garende Hefe; nach 15 Min. 
VA Jodacetat zugesetzt; (2) Alkohol oxydierende Hefe; 





nach 15 Min. Glucose und m/375-Cyanid zugesetzt; 

fp (3) Alkohol oyxdierende Hefe; nach 15 Min. Glucose, 

m/375-Cyanid und Jodacetat zugesetzt. (4) ruhende 

Hefe; nach 15 Min. Glucose, m/375-Cyanid und Jod- 
acetat zugesetzt. Einzelheiten: Versuch 3. 











3) (4) L 
vA) 35 Min. 45 


folgende Versuche ausschlieBen: 1. Vorinkubation unter aeroben Be- 
dingungen mit Alkohol (die Sauerstoffaufnahme ist hierbei etwa gleich 
gro wie mit Glucose) schiitzt nicht vor der Hemmwirkung der Jodessig- 
siure. Pipettiert man niémlich gleichzeitig mit Jodessigsiure Glucose 
und Cyanid zu, um eine Garung zu erméglichen, so verhalt sich mit 
Alkohol vorinkubierte Hefe wie ruhende Hefe, in beiden Fallen liegt 
vollige Hemmung vor (Abb. 3). Durch Alkoholoxydation wird aber 
ebenso wie bei der Oxydation von Glucose die aktive Penetration von 
Phosphat in die Hefezelle in Gang gesetzt, woraus wir den SchluB ziehen, 
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daB die Permeabilitétsverhaltnisse der Membran in beiden Fiillen gleich 
oder zumindest ahnlich sein diirften. 2. Der Effekt kann auch mit zell- 
freiem Saft demonstriert werden. Mit Mg**, Hexosediphosphat und 
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Abb. 4. Jodacetathemmung bei Macerationssaft. (1) Vorinkubation mit Hexose- 
diphosphat, Glucose und Mg++, Jodacetat eingekippt. (4) Wie (1), aber kein 
Jodacetat eingekippt. (2) Vorinkubation mit WHexosediphosphat. Glucose, 
Mgt+ und Jodacetat eingekippt. (5) Wie (2), aber kein Jodacetat eingekippt. 
(3) Vorinkubation: nur Macerationssaft. Hexosediphosphat, Glucose, Mg+* und 
Jodacetat eingekippt. (6) Wie (3), aber kein Jodacetat eingekippt. Einzelheiten: 
Versuch 4, 


Glucose komplettierter Macerationssaft, der eine kraftige Garung zeigt, 
wird von m/750-Jodacetat erst nach einer ,,[nduktionszeit“’ von etwa 
40 Min. gehemmt, wahrend ein ,,ruhender“ Saft (ohne Hexosediphosphat) 
beim gleichzeitigen Zusatz von Hexosediphosphat und m/750-Jodacetat 
zwar zu garen beginnt, bereits nach 30 Min. tritt aber starke Hemmung 
der Garung auf (Abb. 4 und 5). 





70 Helmut Holzer ung Erika Holzer, Bd. 291 (1529 


Das Auftreten des Schutzeffektes im zellfreien System hat uns ver- 
anlaBt, die Verhaltnisse am reinen Ferment zu studieren. Wir haben dazu 
mehrmals umkristallisierte Triosephosphatdehydrase aus Kaninchen- 
muskel beniitzt!*. Werden 130 y des Enzyms mit 7,7-10-%-m. Arsenat, 
0,6-10-3-m. Diphosphopyridinnucleotid (DPN), 2,6-10-4-m, d,l-3-Phos- 
phoglycerinaldehyd und 3,3-10-*-m. Pyrophosphatpuffer py 8,7 inku- 
biert, so erfolgt die mit Hilfe der Ultraviolettabsorption meBbare DPN- 
Hydrierung bei 16° mit einer Geschwindigkeit von 31 mywMol DPN-H/20 
Sek. innerhalb der 20.—80. Sek. nach Beginn der Reaktion. LaBt man 
auf das Protein 2 Min. 3-10-4-m. Jodacetat einwirken und setzt den 
Phosphoglycerinaldehyd erst danach, gleichzeitig mit DPN und Arsenat, 





M2 


Abb. 5. Kinetik der Jodacetathem- 
mung bei Macerationssaft. Beschik- 
kung der GeféBe (1), (2) und (3) 
siehe Legende zu Abb. 4. Die 
Pfeile ( | ) bezeichnen das Einsetzen 
der Hemmung. Als Ordinate sind 
mm* CO, pro 5 Min. aufgetragen. 
































zum Start der Reaktion zu, so wird die Geschwindigkeit im genannten 
Zeitraum auf 8,7 muMol DPN-H/20 Sek. erniedrigt. Wird dagegen die- 
selbe Phosphoglycerinaldehydkonzentration vor Einwirkung der Jod- 
essigsiure dem Protein zugesetzt (Start der Reaktion durch Arsenat und 
DPN-Zusatz), so ist die Anfangsgeschwindigkeit wesentlich hoher, sie 
betragt 19 muMol DPN-H/20 Sek. (Abb.6). Durch Erganzen mit Wasser 
wurden bei diesen Versuchen die Volumina und Konzentrationen der 
beteiligten Substanzen bei allen Parallelproben vor, wahrend und nach 
der Inkubation mit Jodessigsiure gleich gehalten. Ebenso wurde das 
Protein bei allen Versuchen gleich lang bis zum Start der Reaktion der- 
selben Verdiinnung im Ansatz ausgesetzt. Aktivierung des Enzyms mit 
Cystein oder Glutathion unterblieb, da die Reaktion der Jodessigsiaure 
mit diesen SH-Verbindungen den gesuchten Effekt verdeckt hatte. 


Die Versuche mit Macerationssaft und mit kristallisierter Triose- 
phosphatdehydrase beweisen unsere Deutung der Kinetik der Jodacetat- 
hemmung bei lebenden Hefezellen: Vorinkubation mit geringen Phospho- 
glycerinaldehyd-Konzentrationen schiitzt Triosephosphatdehydrase vor 
der inaktivierenden Wirkung von Jodacetat (Abb. 6). 


1G, T. Cori, M. W. Slein u. C. F. Cori, J, biol. Chemistry 173, 605 [1947]. 

* Den als Substrat verwendeten Phosphoglycerinaldehyd hat Herr Dozent 
Dr. Th. Biicher (Physiolog.-chem. Institut d. Universitat Hamburg) freundlicher- 
weise zur Verfiigung gestellt. 
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Angeregt durch die Entdeckung von Lynen und Mitarbeitern °, 
wonach §-Acylverbindungen einen neuen, in der Natur vorkommenden, 
energiereichen Bindungstypus darstellen und solche S-Acylverbindungen 
durch Dehydrierung von S-Aldehydverbindungen (allgemein: S-Carbo- 
nylverbindungen) entstehen kénnen, haben wir die Reaktion der Triose- 
phosphatdehydrase mit Aldehyden naiher untersucht. Hierbei zeigte 
sich, daB Glycerinaldehyd und Acetaldehyd in gleicher Konzentration 
wie Phosphoglycerinaldehyd wirkungslos sind (Abb. 6). Der Schutz- 
effekt gegen Jodacetat wird demnach im physiologischen Konzen- 


140 eT Abb. 6. Kinetik der Jodacetathem- 
] mung mit kristallisiertem Ferment- 
Ordinate: AH (366 mu) gegen 20Sek.- 
V4 Wert. (1) ohne Jodacetat; (2) Vor- 
inkubation mit Phosphoglycerinalde- 
hyd, dann Jodacetat zugesetzt; (3) 
Phosphoglycerinaldehyd nach Jodace- 
tat zugesetzt; (4) Vorinkubation mit 
Glycerinaldehyd, dann Jodacetat und 
PA Phosphoglycerinaldehyd zugesetzt; 
(5) wie (4), aber kein Jodacetat zu- 
p—o— ONDE) gesetzt; (6) Vorinkubation mit Acetal- 
p dehyd, dann Jodacetat und Phospho- 
glycerinaldehyd zugesetzt; (7) wie (6), 
2 G0 100 720 Two aber kein Jodacetat zugesetzt. Einzel- 
Sek. —> heiten: Versuch 5. 





























trationsbereich spezifisch von Phosphoglycerinaldehyd, dem Substrat 
der Triosephosphatdehydrase, gegeben. Erhoht man aber die Konzen- 
tration an Glycerinaldehyd bzw. Acetaldehyd auf etwa m/10, eine 
Konzentration, bei der mit gréBeren Fermentmengen Dehydrierung 
beobachtbar ist (Abb. 7), so tritt auch mit den letztgenannten Aldehyden 
Schutzwirkung ein (Versuch 6). Hieraus folgt, daB die Aldehyde bei 
gerade den Konzentrationen, bei denen eine Dehydrierung am Ferment 
erfolgt, auch vor der Inaktivierung durch Jodessigsiure schiitzen. 
Exakter ausgedriickt: die Dissoziationskonstanten (Michaelis-Kon- 
stanten) der Aldehyd-Ferment-Verbindungen sind fiir die Schutz- 
wirkung gegen Jodessigsiure maBgebend. Da die Inaktivierung durch 
Jodessigsiure mit Sicherheit durch Blockierung von SH-Gruppen er- 
folgt*, muB hieraus der Schlu8 gezogen werden, daB die Entstehung einer 
Additionsverbindung zwischen Aldehyd und SH-Gruppe des Fermentes 
die Dehydrierung einleitet. Wahrscheinlich ist der zweite Reaktions- 
schritt die Dehydrierung der Aldehyd-S-Verbindung zur Acyl-S-Ver- 
bindung. Dafiir spricht, daB Triosephosphatdehydrase Acetylgruppen 
von Acetylphosphat auf Coenzym A iibertragen kann®. Die Acyl-S-Ver- 


2 F. Lynen u. E. Reichert, Angew. Chem. 63, 47 [1951]. 

3 F. Lynen, E. Reichert u. L. Rueff, Liebigs Ann. Chem. 574, 1 [1951]. 
4 E.8.G. Barron, Advances in Enzymol. 11 [1951]. 

5 Persénliche Mitteilung von S. Ochoa an F. Lynen. 
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bindung wird bei Anwesenheit von Arsenat zu Carbonsiure und Ferment- 
SH gespalten, wihrend Phosphat zur Entstehung von Acylphosphat 
und Ferment-SH AnlaB gibt. 


HC=O OH 
| HCC 
HC—OH 9- + Ferment—SH* =~ | \S—Ferment 
(1) | HC—OH - 
H,C—O—P=0 | 
\o- H,C—O—P=0O 


(d-3-Phosphoglycerinaldehyd) \o- 
OH LO 

HC’ oF 

| \S—Ferment ‘ ie \g—Ferment a: 
2) HC-OH 9 7+ DPN*+ =~ HC—OH 9- + DPN—H + Ht 
| y 
H,C—O—P=O H,C—O—P=0 
‘i : 


~ /Ay 


~ 
= 
+ 
= 
= 
Ss 
ty 


— 
Ss 
2 
£ 
< 
rs 
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1.3-Diphosphoglycerinsaure 3-Phosphoglycerinsaéure 
a5 aT 
Ferment—SH Ferment—SH 


Dieser Reaktionsmechanismus ist bereits von Racker aus Analogie- 
griinden zum Reaktionsmechanismus der Glyoxalase vorgeschlagen wor- 
den® und Ochoa kam zu derselben Annahme’ auf Grund von Versuchen 
von Harting®, wonach Triosephosphatdehydrase Acetaldehyd unter 
Beteiligung von Phosphat langsam zu Acetylphosphat dehydriert. 

Die vorliegenden Versuche gehen iiber Analogieschliisse hinaus und 
beweisen die Bildung einer Phosphoglycerinaldehyd-Ferment-SH- 
Verbindung als ersten Reaktionsschritt der Triosephosphatdehydrierung 
(Gl. 1). 

Versuche 

Bei den Versuchen 1—4 wurde die Kinetik der Jodessigsiurehemmung an 
lebenden Zellen und Mazerationssaft mit der manometrischen Methode erfaBt. 
Bei den Versuchen 5—10 wurde die Kinetik der Triosephosphatdehydrierung 
lichtelektrisch unter Anwendung von kristallisierter Triosephosphatdehydrase 
verfolgt. 

* E. Racker nimmt an, daB die SH-Gruppe aus Glutathion stammt, das 
demnach als Coferment der Triosephosphatdehydrase zu bezeichnen ware. Bevor 
beweisende Experimente vorliegen, mu8 man aber auch damit rechnen, daB die 
SH-Gruppe aus einer normal in der Peptidkette des Proteins gebundenen Amino- 
siure stammt, Wir haben deshalb in der vorliegenden Arbeit die keine Stellung- 
nahme vorwegnehmende Bezeichnung ,,Ferment—SH“ beniitzt. 

6 E, Racker, J. biol. Chemistry 190, 685 [1951]. 

7 S. Korkes, A. Campillo, J. C. Gunsalusu. 8, Ochoa, J. biol. Chemistry 
193, 721 [1951]. 

* J. Harting, Federation Proc. 10, 195 [1951] zit. nach 7. 
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1. Aerober Glucoseumsatz schitzt vor Jodessigsaure 
Pro Warburg-GefaéB 0,2 ml 10-proz. frische Hefesuspension; 0,3 ml 0,6-m. 

Citrat py 5,4; 0,1 ml 40-proz, Glucose; 0,15 ml m/10-Jodacetat py 5,4; H,O auf 

1,5 ml. Im Einsatz 0,15 ml 2,5-n. NaOH; Gasraum: Luft; T = 25°. 

GefaB 1: Vorinkubation (0—30 Min.) ohne Jodacetat. In der 30. Min. H,O 
zugekippt. 

GefaB 2: Vorinkubation (0—30 Min.) ohne Jodacetat. In der 30. Min, Jod- 
acetat zugekippt. 

GefaB 3: Vorinkubation (0—30 Min.) ohne Jodacetat und ohne Glucose, In der 
30. Min. Jodacetat und Glucose zugekippt. 

Ergebnis: Ruhende Hefe wird sofort gehemmt, wahrend bei Glucose oxydierender 
Hefe die Hemmung durch dieselbe Jodacetatkonzentration erst nach 40 Min. 
einsetzt (Abb. 1), fe 

2. Anaerober Glucoseumsatz schiitzt vor Jodessigsaure 
Zur Herstellung anaerober Bedingungen wurde mit KCN versetzt (End- 
konzentration m/375). Dadurch wird die Atmung der Hefezellen véllig gehemmt 
und die Garung zeigt dieselbe GréBe wie unter Stickstoff. 

Komplettes System: 0,15 ml 20-proz. Hefe; 0,20 ml 0,6-m. Citrat py 5,4; 0,08 ml 
m/10-Jodacetat; 0,10 ml 40-proz. Glucose; 0,002 ml 2-m.KCN; H,O auf 
1,5 ml. T= 25°. Gasraum: Luft. 

GefaB 1: Komplettes System ohne Jodacetat. 

GefaB 2: Jodacetat zugekippt. 

GefaB 3: Ruhende Hefe zugekippt. 

Ergebnis: Anaerober Glucoseumsatz schiitzt ebenso wie aerober Glucoseumsatz 
vor der Jodacetathemmung (Abb. 2). 


3. Aerobe Vorinkubation mit Alkohol schiitzt nicht vor Jodacetat- 
hemmung der Garung 
Komplettes System: 0,15 ml 20-proz. Hefe; 0,20 ml 0,6-m. Citrat py 5,4; 0,05 ml 

96-proz. Alkohol; 0,10 ml 40-proz, Glucose; 0,002 ml 2-m. KCN; 0,08 ml 

m/10-Jodacetat. Gesamtvolumen bei Beginn der Manometerablesung 1,5 ml. 

T = 25° Gasraum: Luft. 

Aus Tab. 1 ist die Zusammensetzung bei der Vorinkubation (15 Min.) er- 
sichtlich. Hierauf wurden die GefaBe von den Manometern abgenommen und die 
angegebenen Zusatze einpipettiert. Nach 5 Min. Temperieren wurde mit den 
Ablesungen begonnen. 

Tab. 1. 





GefaB Nr. 


Hefe 


- wt , a Vorinkubation 








Cyanid -- 





Nach 15 Min. GefaBe abgenommen und zupipettiert: 





Cyanid | — aE fe we 
Glucose == a os os 
Jodacetat “p _— + a 














Nach weiteren 10 Min. Beginn der Manometerablesungen (Abb. 3). 





Ergebnis (Abb, 3): 1, Nach aerober Vorinkubation mit Alkohol kann durch Zu- 
satz von Cyanid und Glucose normale Garung in Gang gebracht werden 
(GefaB 2). 
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Gewinnung des klaren, zelltriimmerfreien Mazerationssaftes durch 3-stdg. 
Extrahieren von getrockneter Bierhefe mit dem 3-fachen Volumen H,O bei 37° 


und scharfes Zentrifugieren. 


Komplettes System: 0,20 ml Mazerationssaft; 0,10 ml m/3-Hexosediphosphat ; 
0,05 ml 40-proz. Glucose; 0,01 ml 15-proz. MgCl, 6H,0; 0,10 ml m/5-KH,PO,; 


Mazerationssaft 


4. Kinetik der Jodacetathemmung in girendem und ruhendem 
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2. Jodacetat hemmt bei Zusatz zu girender Hefe nicht (GefaB 1), wahrend 
bei mit Alkohol vorinkubierter Hefe (Gefai8 3) und bei ruhender Hefe (GefaB 4) 
Jodacetat die Garung vollig verhindert. 






0,05 ml m/50-Jodacetat; H,O auf 1,00 ml. Gasraum: Luft. T = 25° 


Vorinkubation: 25 Min, Dann komplettierende Zusatze eingekippt. Nach 
dem Kippen war die Zusammensetzung des Ansatzes bei allen GefaBen gleich mit 
Ausnahme der GefaBe 4, 5, 6, die statt Jodacetat H,O enthielten. Einzelheiten 


siehe Tab. 2. 





























Tab. 2. 
GeféB Nr. | 1 | 2 |} 3 | 4] 5 6 

Macerationssaft - > + + + 
Hexosediphosphat os + — + + — Vorinkubation 
Glucose g + — -= ot = — 0—25 Min. 
MgCl, - — = 6 ee — 
Hexosediphosphat — — 2E a = al. 
Glucose — + + — + + Nach 25 Min. 
MgCl, “ d 4. = ae ae eingekippt 
Jodacetat - + + — 
Einsetzen der Hem- 

mung (Min. nach 

Kippen) 40 40 30 _- ~- oo 








Ergebnis: Aktive Garung (GefaéB 1) sowie Vorinkubation mit Hexosediphosphat 
(GefaB 2) schiitzen vor Jodacetat, Bei Gef. 1 stellt sich durch die Garung 
eine erhéhte stationire Phosphoglycerinaldehyd-Konzentration ein; bei 
Gef. 2 kann zwar keine Garung bei der Vorinkubation stattfinden, da Glucose 
als Phosphatacceptor fehlt, aber das eingesetzte Hexosediphosphat steht 
durch die Wirkung von Aldolase und Isomerase im Gleichgewicht mit einer 
gewissen Phosphoglycerinaldehyd-Konzentration, die die Triosephosphat- 
dehydrase vor der Jodacetathemmung schiitzt. 


5. Schutzwirkung von Phosphoglycerinaldehyd gegen Jodacetat 














beim krist, Ferment aus Kaninchenmuskel 


Die lichtelektrische Messung der Reaktionsgeschwindigkeit nach Warburg 
und Christian® erfolgte in Quarzkiivetten der Schichtdicke 1 em mit dem licht- 
elektrischen Photometer ,,Eppendorf“. Bei einigen Versuchen wurde die Ab- 
sorption des entstehenden DPN—H bei der Quecksilberlinie 366 mu bestimmt, 


im iibrigen wurde die Hg-Linie 334 my beniitzt. Die Extinktion von 100 y 


DPN—H/ml bei.1 em Schichtdicke betragt bei 366 my 0,52*, fiir 334 my betragt 
der entsprechende Wert 0,91 °. 








® O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z, 3038, 40 [1939]. 
* Th. Biicher, persdnliche Mitteilung. 
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Reaktionsgleichung : 
: -, Triosephosphatdehydrase 
} + : = 
Phosphoglycerinaldehyd + DPN ner 


siure + DPN—H/+ Ht 

Zusammensetzung des Systems bei der Vorinkubation: 1,0 ml 
0,15-m. Pyrophosphatpuffer pq 8,7; 0,05 ml m/50-d,l-3-Phosphoglycerinaldehyd 
bzw. d,l-Glycerinaldehyd bzw. Acetaldehyd; mit H,O auf 3,2 ml aufgefiillt. Zur 
Zeit Null 0,05 ml Triosephosphatdehydrase-Suspension in 2/,-gesattigtem Ammon- 
sulfat mit NH, py 8,7 (enthaltend 130 y Enzym) zugesetzt. Nach 2 Min. Zusatz 
von 0,05 ml m/50-Jodacetat. 

Start der Reaktion: 2 Min. nach Jodacetatzusatz wurden 0,55 ml, ent- 
haltend 0,30 ml m/10-Arsenat pq 8,7; 0,20 ml 0,5-proz. DPN (Reinheitsgrad 50% ) 
und 0,05 ml Phosphoglycerinaldehyd bzw. Glycerinaldehyd bzw. Acetaldehyd 
zupipettiert. Die Lichtabsorption wurde in Abstanden von 20 Sek. bestimmt. 
T = 179°, PGA = Phosphoglycerinaldehyd; GA = Glycerinaldehyd; AcA = Acet- 
aldehyd. MeBwerte siehe Tab. 3. 


> Phosphoglycerin- 


Tab. 3. 
Kiivette 2 3 | 4 | 
‘Vorinkubation mit... . PGA| — | GA | AcA | AcA 


Jodacetatzusatz + + + = By = 


zum Start komplettiert mit 
DPN, Arsenat und. . . — |PGA | PGA | PGA | PGA | PGA 

















myuM DPN—H/20 Sek, von | 
der 20. bis 80. Sek. . . 31 19 9 9 sl i 9 31 
Ergebnis (Abb, 6): Die Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrierung wird durch zu- 
gesetzten Glycerinaldehyd und Acetaldehyd nicht beeinfluBt (Kiivetten 1, 5 
und 7). Jodacetat hemmt um etwa 70% (Kiivette 3). Vorinkubation mit 
Glycerinaldehyd und Acetaldehyd schiitzt nicht (Kiivetten 4 und 6). Bei 
Vorinkubation mit Phosphoglycerinaldehyd betrigt die Hemmung nur 40% 


(Kiivette 2). 


6. Glycerinaldehyd und Acetaldehyd in hoher Konzentration 
a) Schutz vor Jodacetathemmung durch Glycerinaldehyd (Tab. 4) 





Kiivette 





Vorinkubation mit 
Jodacetatzusatz 
zum Start komplettiert mit DPN, Ar- 


senat und GA PGA+GA 





AE in 4/1999 Extinktionseinheiten 
(366 mu; d = 1 cm) 





Sek. nach Komplettieren 
0 
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Vorinkubation: 1,0 ml 0,15-m. Pyrophosphat py 8,7; 1,5 ml m/5-d,l- 
Glycerinaldehyd bzw. 0,05 ml m/50-d,l-Phosphoglycerinaldehyd mit H,O auf 
2,5 ml aufgefiillt (Phosphoglycerinaldehyd: Glycerinaldehyd = 1: 300). Zur Zeit 
Null 130 y Triosephosphatdehydrase in 0,05 ml zugesetzt (wie bei Vers. 5). Nach 
2 Min. + 0,14 ml m/200-Jodacetat. 

Start der Reaktion: 2 Min, nach Jodacetatzusatz komplettiert mit 0,30 ml 
m/10-Arsenat; 0,2 ml 0,5-proz. DPN; Phosphoglycerinaldehyd bzw, Glycerin- 
aldehyd, so daB die Zusammensetzung aller Proben gleich ist. Gesamtvolumen 
mit H,O: 4,74 ml. T = 16°. Zur Messung wurden hieraus je 4 ml in eine Quarz- 
kiivette pipettiert. 

b) Schutz vor Jodacetathemmung durch Acetaldehyd (Tab. 5) 

Vorinkubation: Wie bei Versuch a), aber statt Glycerinaldehyd 0,5 ml 
m/2-Acetaldehyd (Gehaltsbestimmung durch optischen Test mit Alkoholdehydrase 
und iiberschiissigem DPN—H). Gesamtvolumen = 2,85 ml (Phosphoglycerin- 
aldehyd: Acetaldehyd = 1: 250). Zur Zeit Null + 0,05 ml Triosephosphat- 
dehydrase (130 y Protein). Nach 2 Min. + 0,05 ml m/50-Jodacetat. 

Start der Reaktion: Wie bei Versuch a) nach 4 Min, mit Phosphoglycerin- 
aldehyd und Acetaldehyd komplettiert. Gesamtvolumen = 4,0 ml. T = 16°. 





Kiivette 





Vorinkubation mit 
Jodacetatzusatz 


zum Start komplettie 
senat und... . ; PGA+AcA 








1/5000 Extinktionseinheiten 
(366 mu; d = lem) 





Sek. nach Komplettieren 
20 


0 
16 
29 
38 
47 17 
52 19 
57 21 











c) Umsatz von Acetaldehyd in hoher Konzentration 

Komplettes System: 0,70 ml m/2-Acetaldehyd; 1,50 ml 0,15 m Pyrophosphat 
py 8,7; 0,25 ml 0,5-proz. DPN; mit H,O auf 4,0 ml aufgefiillt. Start durch 
Zusatz von 5000 y Triosephosphatdehydrase in 0,20 ml m/15-Glykokoll py 9,0. 
Nach 23 Min. 0,03 ml m/50-d,l-Phosphoglycerinaldehyd zugesetzt (Probe 1) 
bzw. bei Probe 2 0,01 ml Alkoholdehydrase-Suspension in gesattigtem Ammon- 
sulfat (Darstellung nach Racker?*. Absorptionsmessung bei 366 my siehe 
Figur 7. Probe 1 und 2: Komplettes System. Probe 3: Komplettes System 
ohne Arsenat und DPN. T = 14°. 

Ergebnis der Versuche 6a, bundc: m/9-d,l-Glycerinaldehyd und m/12-Acet- 
aldehyd iiben etwa gleiche Schutzwirkung aus wie m/3000-d,l-Phospho- 
glycerinaldehyd (Vers. 6a und 6b). m/12-Acetaldehyd wird von einer gréBeren 
Proteinmenge langsam, aber deutlich dehydriert (Abb. 7). Hierbei entsteht 
DPN—H, das mit Hilfe von Alkoholdehydrase reoxydiert werden kann 
(Kiivette 2, Abb. 7). 


10 FE, Racker, J. biol. Chemistry 183, 313 [1950]. 
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Abb. 7. Dehydrierung von Acetaldehyd mit Triosephosphatdehydrase. Einzel- 
heiten: Versuch 6c. Ordinate: AH bei 366 mu gegen E£ vor Proteinzusatz. 


7. Geschwindigkeit der Reaktion Phosphoglycerinaldehyd 
+ Ferment—SH 





2 





3 
titre a en oy Bee he 2s PE or Peay as, + 4 
Jodacetat — 





Zeit Null: zu allen Proben Triosephosphatdehydrase zugesetzt 





Jodacetatzusatz nach Triosephosphat- 
dehydrase 1 Min. | 4 Min. — 
PGA-Zusatz nach Triosephosphatdehy- 


drase. . — — 2 Min. 





komplettiert mit DPN und Arsenat 
(Min. nach Triosephosphatdehydrase- 
Zusatz) : : 2 Min. 





Dauer der ,,Schutzperiode“* (PGA + Pro- ungeschiitzt : 

tein vor JES-Zusatz)in Min... . JES wirkt vor 
PGA auf das 
Protein ein 





Kinwirkungszeit der JES* bis zum 
Start der Reaktion 


AE (366 mu) von 20.—80. Sek. . 
* JES = Jodessigsaure. 
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Vorinkubation: 1,0 ml 0,15-m. Pyrophosphat py 8,7; 2,15 ml H,O; 0,05 ml 
m/50-d,l-Phosphoglycerinaldehyd; zur Zeit Null 0,05 ml Triosephosphatdehydrase, 
enthaltend 130 y Protein, zugesetzt. 

Nach 0,1 und 4 Min. 0,05 ml m/50-Jodacetat zugesetzt und jeweils 2 Min. 
nach Jodacetatzusatz mit 0,3 ml m/10-Arsenat und 0,2 ml 0,5-proz. DPN kom- 
plettiert. T = 16°. Ergebnisse Tab.6 und Abb. 8. 





i Senley@) 


Ps Abb. 8. Einflu8 der Einwirkungszeit von 
Phosphoglycerinaldehyd auf das Protein 
auf den Schutzeffekt. Ordinate: AH (366 mu) 
gegen 20-Sek,-Wert. (1) Einwirkung 0 Min. 
—o—o—; (2) Einwirkung 1 Min. —vV—v—; 
(3) Einwirkung 4 Min. —x—x—; (4) unge- 
schiitzte Reaktion —x—x—. Einzelheiten: 


4) Versuch 7. 


20 4O 60 80 100 120 
Sek —> 


Ergebnis (Abb. 8): Die Reaktion Ferment—SH -++ PGA erfolgt momentan, da 
der Schutz vor der Jodacetathemmung auch bei sofortigem Jodacetatzusatz 


voll ausgepragt ist. 


8. Vergleich der Jodacetathemmung und Phosphoglycerinaldehyd- 
Schutzwirkung bei Triosephosphatdehydrase aus Kaninchen- 
muskel und Hefe 

Reaktionsansiatze wie bei Vers. 5. Die Proteinmengen und Jodacetatkonzen- 
trationen sind aus Tab. 7 ersichtlich. T = 14°. 











x 

















Tab. 7 





Kiivette | 1 


Vorinkubation mit m/3200-d,l-PGA 
(Endkonzentration) 
130 y Kaninchenferment. . 
64 y Hefeferment* . . 
2 Min. Einwirkung von m /3300- J ES — 
2 Min. Einwirkung von m/236-JES - - 


Alle Ansaétze zum Start komplettiert mit PGA, DPN, Arsenat 


AE (366 mu) von 20.—80. Sek. . | 0,051| 0,024| 0,083] 0,031 | 0,021 | 0,102 
siehe Abb. 6 siehe Abb. 9 




















Ergebnis (Abb. 6 und 9): Zur Hemmung des Hefefermentes ist eine 10—15-mal 
héhere Jodacetatkonzentration notwendig als beim Kaninchenferment. 
Eventuell steht dieser Befund in Zusammenhang mit der Beobachtung von 
Biicher, daB das Hefeferment kein Cystein oder Glutathion zur Reaktivierung 
von S—S-Gruppen benétigt. Die Schutzwirkung von Phosphoglycerin- 


* Das hochgereinigte Ferment hat Herr Dozent. Dr. Th. Biicher (Physiol.- 
chem. Institut d. Universitat Hamburg) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. 
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aldehyd ist wesentlich geringer, aber deutlich sichtbar. Vermutlich waren 
zur vollen Schutzwirkung héhere Phosphoglycerinaldehyd-Konzentrationen 
notwendig. 





(6) ohne JES 


x 


A 











(4) PGA vor Jodacetat 
a L——x——# (5) PGA nach Jodacetat 


nr 
—— 

















i 1 

20 0 8660 =—80 100 «120 «140 

Sek.—> 
Abb. 9. Jodacetathemmung und Phosphoglycerinaldehyd-Schutzwirkung _ bei 
Triosephosphatdehydrase aus Hefe. (1), (2) und (3) siehe Versuch 5, Abb. 6. 
Ordinate: AH (366mm) gegen 20-Sek,-Wert; (4) Phosphoglycerinaldehyd vor 
Jodacetat; (5) Phosphoglycerinaldehyd nach Jodacetat; (6) ohne Jodacetat. 
Einzelheiten: Versuch 8. 


9, Dissoziationskonstante von Phosphoglycerinaldehyd mit dem 
Kaninchenenzym 
a) Bestimmung der optimalen DPN-Konzentration 
Ansiatze: 1,0 ml 0,15-m. Pyrophosphat pq 8,7; 0,30 ml m/10-Arsenat pq 8,7; 
0,20 ml m/55-d,l-Phosphoglycerinaldehyd; DPN-Endkonzentration siehe Tab. 8 ; 
H,O auf 3,90 ml. Start mit 0,10 ml Triosephosphatdehydrase-Suspension in 
gesittigtem Ammonsulfat py 8,7, enthaltend 54 y Protein. Absorptions- 
messung bei 334 my. T = 16°. MeBdaten siehe Tab. 8. 


Tab. 8. 





Kiivette 1 


DPN-Endkonzentration* 





0,52-10-3 1,04-10-3 1,56-10-% 





AE (334 my) nach Triosephosphatdehydrase-Zusatz 


0,036 0,040 0,040 
0,066 0,071 0,067 
0,091 0,095 0,092 
0,115 0,120 0,121 
0,136 0,147 0,147 
0,170 
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b) Reaktionsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Phosphoglycerin- 
aldehyd-Konzentrationen 

Ansiatze wie bei Vers. a). Endkonzentration an DPN: 1,04-10-3 m. Konzen- 

tration an d-Phosphoglycerinaldehyd s. Tab. 9. Ergebnisse Tab. 9 und Abb. 10. 


Tab. 9. 





Kiivette 





Konzentration an 
4,5-10-4 2,25-10-4 1,125-10—4 





E 334 mu gegen 15 Sek.-Wert 


30 Sek. 0,036 0,024 0,015 
45 x. 0,069 0,049 0,030 
60 Sek. 0,102 0,072 0,044 
75 Sek. 0,134 0,095 0,058 
90 : 0,164 0,116 0,071 
105 Sek. 0,193 0,137 0,084 
120 Sek. 0,220 0,157 0,096 








Mittelwert von 15. bis 
60. Sek. in #/, 999 Ex- 
tinktionseinheiten/15 
Sek. . P 

















Fé 


‘A 

















ee, 
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Abb. 10. Abb. 11. 

Abb. 10. Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Phosphoglycerinaldehyd- 

Konzentrationen. Ordinate: Geschwindigkeit in der 15.—60. Sek. in ¥/,999 Extink- 

tionseinheiten (334 mu) pro 15 Sek.; Abszisse: d-PGA in Mol/l x 10*. Einzel- 
heiten: Versuch 9b. 

Abb, 11. Dissoziationskonstante von Phosphoglycerinaldehyd. Auswertung der 

Daten von Versuch 9b (Abb. 10) nach Lineweaver und Burk1. Ordinate: 
1 

, SS eT ee — ——- —-—— 10?; Abszisse: 

Geschwindigkeit pro 15 Sek, in 4/999 Extinktionseinheiten eis _— 

-PG x 40: 
1/Ca-P¢ {stor x 10 


u i. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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Auswertung nach Lineweaver und Burk" zur graphischen Bestimmung 
der Dissoziationskonstante Phosphoglycerinaldehyd/Protein s. Abb. 11. 
Ergebnis (Abb. 11): Die Dissoziationskonstante des Proteins mit d-Phospho- 
glycerinaldehyd (absoluter, reziproker Wert des Schnittpunktes der Geraden mit 


der Abszisse) betrigt 1/0,25-104 = 4-10-4 aa = of ; 


10. Dissoziationskonstante von Glycerinaldehyd mit dem Kaninchen- 
enzym 
a) Bestimmung der optimalen DPN-Konzentration 
Ansitze: 1,0 ml 0,15-m. Pyrophosphat py 8,7; 0,30 ml m/10-Arsenat py 8,7; 
1,40 ml m/5-d,l-Glycerinaldehyd; DPN-Endkonzentration siehe Tab. 10. 
H,0 auf 3,85 ml. Start mit 0,15 ml Triosephosphatdehydrase in m/5-Glykokoll 
py 9,0, enthaltend 4,7 mg Protein. Absorptionsmessung bei 334 mu. T = 16°. 
MeBdaten: Tab. 10. 
Tab. 10. 





Kiivette 





DPN-Endkonzentration “| ee 0,52-10-3 





AE gegen 15-Sek.-Wert 


30 Sek. 0,032 0,035 
45 Sek. 0,067 0,065 
60 Sek, 0,100 0,098 
75 Sek. 0,133 0,131 
90 Sek. 0,164 0,162 
105 Sek. 0,197 0,194 
120 Sek. 0,227 0,225 


Ergebnis: Bei 0,52-10-°-m. DPN ist das Protein mit DPN gesittigt. 











b) Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Glycerinaldehyd- 
Konzentrationen 
Ansatze wie bei Vers. a). DPN-Endkonzentration 0,52-10-%-m. Ergebnisse 
s. Tab. 11. 
Tab. 11. 





Kiivette 





Konzentration an d-Glycerinaldehyd 
a 
l 


Extinktion (334 viaplie 10 Sek. vor 
Proteinzusatz . . - 0,199 0,200 0,184 


AE (334 mu) gegen 15-Sek.-Wert 


30 Sek. 0,049 0,036 0,025 0,015 
45 Sek. 0,095 0,074 0,052 0,029 
60 Sek. 0,145 0,111 0,080 0,046 
75 Sek. 0,190 0,148 0,107 0,060 
90 Sek. 0,238 0,185 0,135 0,076 
105 Sek. 0,280 0,222 0,160 0,092 
120 Sek. 0,320 0,258 0,186 0,108 
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7,5-10-2 
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Tab. 11 (Fortsetzung). 





Kiivette 


Mittelwert von 15.—120. Sek. in 1/195 
Extinktionseinheiten/15 Sek.* . . 
Derselbe Wert aus Kontrollproben 
derselben Zusammensetzung, aber 
ohne Protein (siehe Versuch 10c) . 
Korrigierte Anfangsgeschwindigkeit 
(15.—120. Sek.) in 4/;999 Extink- 
tionseinheiten/15 Sek 41,9 33,5 24,4 


Graphische Darstellung und Auswertung s. Abb. 12 und 13. 

















c) Kontrolle zu Versuch b) 
Dieselben Ansatze wie bei Versuch b), aber ohne Protein. . 

; Man ersieht aus Tab. 12, daB auch bei Abwesenheit des Fermentes eine 
geringe, langsam zunehmende Absorption bei 334 my auftritt. Zur Beriicksichtigung 
dieses Blindwertes haben wir beim eigentlichen Versuch (Tab. 11) die Licht- 
absorption im Augenblick des Fermentzusatzes bestimmt und die in der folgenden 
MeBperiode (120 Sek.) ohne Ferment zu erwartende Absorptionszunahme (aus 
Tab. 12 ersichtlich) in Abzug gebracht. 



























































l n = 
2 9» 6 8 0 WH 70 20 30 40 
Abb. 12. Abb. 13. 


Abb. 12. Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Glycerinaldehyd-Konzen- 
trationen. Ordinate: Geschwindigkeit in 4/,))) Extinktionseinheiten pro 15 Sek.; 
Abszisse: d-Glycerinaldehyd in Mol/l x 10°. Einzelheiten: Versuch 10 b und c. 


Abb. 13. Dissoziationskonstante von Glycerinaldehyd. Ordinate: siehe Abb. 10; 
1 l 











Abszisse: 


CGiycerinaldehyd Fe 
Auswertung der Daten von Versuch 10b unde (Abb. 12) nach Lineweaver 
und Burk#!, 


* Da die Reaktion annahernd linear verlauft, haben wir den Mittelwert aus 
einer langeren MeBperiode (15.—120. Sek.) beniitzt. 
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Tab. 12. 





Kiivette 1 





Konzentration an d-Glycerinaldehyd 
10-10? | 7,5-10-2 | 5-10-? 





Extinktion bei 334 mu 





: 0,140 0,132 
0,152 0,136 
0,165 0,141 
0,178 — 
0,191 0,160 
0,204 — 
0,218 0,179 
0,232 — 
_— 0,197 
0,258 — 

_: 0,215 





AE (334 mp) in 4/4999 Extinktions- 
einheiten/15 Sek. bei Durchlaufen 
der Extinktion vor Proteinzusatz 
in Versuch 10b 3,8 3,4 22 














Ergebnisse von Versuch JOb und 10c. Die Dissoziationskonstante des Proteins 
Mole d-GA 


mit d-Glycerinaldehyd betragt 1/4,5 = 0,2 = (absoluter, reziproker 
Wert des Schnittpunktes der Geraden in Abb. 13 mit der Abszisse). 


Diskussion 


Bei den in Vers. 9 und 10 durchgefiihrten Messungen der Abhangigkeit 
der Reaktionsgeschwindigkeit der Triosephosphatdehydrase von der 
Konzentration an Phosphoglycerinaldehyd bzw. Glycerinaldehyd haben 
wir nur die Substratkonzentration variiert und eine eventuelle mit der 
Substratkonzentration variierende Konkurrenzreaktion zwischen DPN 
und Substrat auBer acht gelassen*. Begniigt man sich mit einer gréBen- 
ordnungsmaBig zutreffenden Aussage tiber die Dissoziationskonstanten 
der genannten Substrate mit dem Protein, so ist diese Vernachlissigung 
wohl vertretbar. Dafiir spricht auch die zwanglose Einordnung der MeB- 
werte in eine Gerade bei der graphischen Auswertung nach Line weaver 
und Burk. Unter Beriicksichtigung dieser Einschrankung k6énnen wir 
sagen, daB sich die Dissoziationskonstanten von Phosphoglycerinaldehyd 
und Glycerinaldehyd etwa wie 1:500 verhalten (Vers. 9 und 10). Um 


* Fiir eine Reaktion von DPN mit den SH-Gruppen des Fermentes spricht 
der Befund von Rapkine und Mitarbeitern, wonach DPN die SH-Gruppen des 
Fermentes vor dem Einflusse oxydierender Agenzien schiitzt [L. Rapkine, 
8.M. Rapkine u, P. Trpinac, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 209, 253 (1939)]. 


6* 
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gleiche Schutzwirkung gegen Jodacetat zu erhalten, miissen wir die 
Glycerinaldehydkonzentration auf etwa das 300-fache der Phospho- 
glycerinaldehydkonzentration erhéhen (Vers. 6a). Die gréBenordnungs- 
makige Ubereinstimmung mit dem Verhiltnis der Dissoziationskonstan- 
ten ist ein Beleg dafiir, daB tatsichlich Schutz von SH-Gruppen und 
Konzentration an reaktionsfihigem Enzym-Substrat-Komplex parallel 
gehen. Das heiBt, die Triosephosphatdehydrierung wird durch Bildung 
einer Aldehyd-SH-Gruppierung eingeleitet. 


















































Die mit beiden Substraten maximal erreichbare Reaktionsgeschwin- 2 
digkeit bei Substratsaéttigung kann direkt aus Abb. 11 und 13 ent- $ 
nommen werden: der Schnittpunkt der durch die MeBpunkte gelegten I 
Geraden mit der Ordinate ergibt den reziproken Wert der Maximal- ] 
geschwindigkeit in den von uns gewahlten Einheiten (Differenz der 8 
Extinktion bei 334 my in 15 Sek. in 1/1000 Extinktionseinheiten bei der . 
Schichtdicke 1 em und dem Gesamtvolumen 4,0 ml)*. Teilt man diese 
Werte durch die im jeweiligen Versuch zur Verwendung gelangte Protein- . 
menge, so erhalt man pro | y Protein 1,2 Geschwindigkeitseinheiten bei Si 
Phosphoglycerinaldehyd und 0,03 Einheiten -bei Glycerinaldehyd als V 
Substrat. Das Geschwindigkeitsverhaltnis betrigt demnach 40:1. Mit d 
diesen Daten kénfnen wir zahlenmafBig die Griinde angeben, die ver- li 
ursachen, da die Triosephosphatdehydrase mit Glycerinaldehyd un- fi 
wirksamer ist als mit Phosphoglycerinaldehyd. Wie bereits Warburg eI 
bei der Untersuchung des kristallisierten Enzyms aus Hefe angenommen de 
hat}*, sind es zwei Ursachen: ,,die geringere Affinitaét des Glycerinalde- R 
hyds zu dem Protein und die geringere Reaktionsgeschwindigkeit des 8¢ 
gebundenen Glycerinaldehyds in der innermolekularen Proteidreaktion™. de 
Die geringere Affinitét findet ihren Ausdruck in dem Verhiltnis der Se 
Dissoziationskonstanten von etwa 1:500, die Geschwindigkeit der inner- tik 
molekularen Reaktion wird gekennzeichnet durch die bei Substratsatti- Bi 
gung maximal mdgliche Geschwindigkeit, sie hat fiir die beiden Sub- 
strate das Verhialtnis 1:40. Ty 

vo 

Dieser Unterschied in der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit] ist nicht a 
ohne weiteres verstandlich, wenn man den Befund von Rapkine und Mitarbeitern™ ~— 
beriicksichtigt, wonach die Aktivierungsenergie bei beiden Substraten dieselbe sal 
GréBe hat. Dies wiirde dafiir sprechen, daB die ,,innermolekulare Proteidreaktion* Re 
mit derselben Geschwindigkeit ablauft. Hierbei ist zu bedenken, daB die Akti- tra 
vierungsenergie von der Substratsattigung des Katalysators abhangig ist. Rap- Ri 
kine hat aber mit einem Substratverhaltnis von etwa 1:70 gearbeitet, wihrend ~ 
aus unseren Zahlen hervorgeht, daB zur Erreichung gleicher Sattigung und damit vel 
vergleichbarer Werte ein Verhaltnis von etwa 1: 500 notwendig ware. En 
oe der 

* Dieser durch Extrapolation erhaltene Wert gibt die! theoretisch zu =e 
erwartende maximale Geschwindigkeit an, unabhingig davon, ob dieser Wert 
praktisch zu verifizieren ist. ; 

12 Siehe ® und O. Warburg, Wasserstoffiibertragende Fermente. Saenger, 

Berlin 1948, S. 254 und 266. 4 

183 L. Rapkine, D. Shugar u. L. Siminovitch, Bull. Soc. Chim. biol. 31 ‘ 

O} 





120 [1949]. 
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Warburg hat im Zusammenhang mit der Isolierung der Triose- 
phosphatdehydrase® 1.3-Diphosphoglycerinséure als reversibel rea- 
gierendes Reaktionsprodukt der Triosephosphatdehydrierung sicher- 
gestellt. Damit konnte folgende Bilanzgleichung formuliert werden: 

3-Phosphoglycerinaldehyd + Phosphat + DPN+ == 
1.3-Diphosphoglycerinséure + DPN—H + Ht 

Als einleitende Reaktion hat O. Warburg die Reaktion 

3-Phosphoglycerinaldehyd +- Phosphat —— 1.3-Diphosphoglycerinaldehyd 
zur Diskussion gestellt. Gleichgewichtsmessungen von Meyerhof" er- 
gaben keinen Anhaltspunkt fiir die Existenz dieser Reaktion und Meyer- 
hof hat deshalb eine gleichzeitige Bindung von Phosphoglycerinaldehyd, 
Phosphat und DPN an das Protein vorgeschlagen, die direkt zur Ent- 
stehung von 1.3-Diphosphoglycerinsiure und DPN-H_ fithren 
sollte. 

Bei diesen Erklarungsversuchen war die schon friih entdeckte® 
sehr hohe Empfindlichkeit der Triosephosphatdehydrase gegen Jodessig- 
siure nicht in Betracht gezogen worden. Wir wissen heute, daB die 
Wirkung der Jodessigsiure auf eine Inaktivierung von SH-Gruppen 
durch Alkylierung beruht'®. Die Arbeiten von Lynen®*®, die zur Iso- 
lierung und energetischen Charakterisierung von S-Acylverbindungen 
fiihrten, machten es moglich, Beziehungen zwischen der Jodacetat- 
empfindlichkeit und dem Wirkungsmechanismus der Triosephosphat- 
dehydrase zu suchen. Die auf Seite 72 niedergelegte Formulierung des 
Reaktionsablaufes wird von diesen Gesichtspunkten aus den energeti- 
schen und reaktionskinetischen Verhaltnissen bei der Triosephosphat- 
dehydrierung gerecht: die Energie der Dehydrierung eines Aldehyds zur 
Saure wird primar in einer S-Acyl-Bindung gespeichert und kann dann 
iiber eine Acylphosphat-Bindung in die energiereiche Pyrophosphat- 
Bindung des Adenosintriphosphates transformiert werden. 

Aus diesen Uberlegungen und Experimenten geht hervor, daB der 
Typus der energiereichen S-Acylbindung nicht nur bei der Entstehung 
von ,,aktivierter Essigsiure‘‘ (S-Acetyl-Coenzym A)? und bei der Ent- 
stehung von Succinyl-CoA aus «-Ketoglutarsiure im Zuge des Citronen- 
siurecyclus!’, sondern auch bei der Triosephosphatdehydrierung eine 
Rolle spielt. La&t man die Phosphatiibertragung von Phosphobrenz- 
traubensaéure auf Adenosindiphosphat auBer acht, da sie lediglich zur 
Riickgewinnung des bei den einleitenden Hexose-Phosphorylierungen 
verbrauchten Adenosintriphosphates fiihrt, so folgt hieraus, daB die 
Energiekonservierung durch Erzeugung von Adenosintriphosphat bei 
den an der Kohlenhydratoxydation beteiligten ,,Substratphosphory- 


14 OQ. Meyerhof, J. biol. Chemistry 170, 1 [1947]. 
1 Lundsgaard, Biochem. Z. 217, 162 [1930]. 
16 J.H. Quastel u. A.H.M. Wheatley, Biochem. J. 26, 2169 [1932]; 
F. Dickens, Biochem. J. 27, 1141 [1933]. 

17 §. Kaufman in Phosphorus Metabolism, Baltimore 1951, The Johns 
Hopkins Press, 8. 370. 
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lierungen‘‘!* allgemein primar iiber eine energiereiche S-Acylverbindung 
stattfindet'®. 

Herrn Prof, Dr. F. Lynen sind wir fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes 
(E. H.) sowie fiir wertvolle Diskussionen und Ratschlige zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 


Zusammenfassung 


1. Aerobe und anaerobe Vorinkubation mit Glucose erniedrigt und 
verlangsamt die Jodessigsiurehemmung von Hefezellen wesentlich 
gegeniiber ruhenden Zellen. Vorinkubation mit Alkohol als Substrat iibt 
dagegen keinen Schutz gegen die Jodessigsiurehemmung der Giarung aus. 

2. Der bei Glucoseangebot auftretende Schutzeffekt ist auf eine 
Erhéhung der stationiren Phosphoglycerinaldehyd-Konzentration zu- 
riickzufiihren. Dies wird durch Versuche mit Macerationssaft sowie mit 
kristallisierter Triosephosphatdehydrase bewiesen. 

Phosphoglycerinaldehyd bildet reversibel eine Additionsverbindung 
mit den SH-Gruppen der Triosephosphatdehydrase und erniedrigt so die 
der Jodessigséure zugingliche Konzentration an freien SH-Gruppen. 

3. Bei niederer Substratkonzentration wird der Schutzeffekt spezi- 
fisch von Phosphoglycerinaldehyd gegeben. Glycerinaldehyd und Acetal- 
dehyd sind wirkungslos. Erhéht man die Substratkonzentration, so tritt 
der Schutzeffekt parallel mit der deutlich werdenden Dehydrierung der 
beiden letztgenannten Substrate am Protein auf. Im Falle des Glycerin- 
aldehyds und Phosphoglycerinaldehyds wird gezeigt, daB die Dissozia- 
tionskonstanten der Ferment-Aldehyd-Verbindungen sich etwa umge- 
kehrt proportional zu den fiir die Schutzwirkung notwendigen Konzen- 
trationen verhalten. 

4, Hieraus wird gefolgert, daB die Triosephosphatdehydrierung 
durch Ausbildung einer Aldehyd-SH-Verbindung eingeleitet wird. Ver- 
mutlich folgt hierauf Dehydrierung zur S-Acylverbindung und phosphoro- 
lytische Aufspaltung zu 1.3-Diphosphoglycerinsiure. 


18 F. Lynen u. H. Holzer, Liebigs Ann. Chem, 5638, 213 [1949]; F. Lynen 
u. R. Koenigsberger, Liebigs Ann. Chem. 573, 60 [1951]. 
19 S.auch H. Holzer, Angew. Chem. 64, 248 [1952]. 
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Uber das immuno-chemische Verhalten 
synthetischer Kohlenhydrat-Eiwei8-Verbindungen 


Von 
Fritz Micheel und Elisabeth Schallenberg 


Aus dem Organisch-chemischen Institut der Universitat Miinster (Westf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1952) 


In einer friiheren Mitteilung! war tiber die Wirkung von synthe- 
tischen Polysaccharid-EiweiB-Verbindungen als Antigene berichtet 
worden. Wir haben die damaligen Arbeiten, die aus zeitbedingten Griin- 
den (1943) unterbrochen wurden, durch Untersuchung einer gréBeren 
Anzahl von Kohlenhydrat-EiweiB-Verbindungen erweitert und ins- 
besondere auch die Frage weiter verfolgt, ob fiir die Antigen-Eigenschaft 
eines Proteins die Anwesenheit von chemisch gebundenen Kohlenhydrat- 
resten, von Tyrosin-Resten oder von beiden hinreichend oder notwendig 
ist. Gelatine als Nichtantigen enthalt kein Tyrosin, jedoch etwa 0,6% 
Kohlenhydrat, Insulin als Nichtantigen enthalt kein Kohlenhydrat, aber 
Tyrosin. 

Zur Priifung der Frage war es notwendig, ein nicht als Antigen wirk- 
sames Protein zu verwenden, in das Polysaccharid-Reste, Polysaccharid- 
tyrosyl-Reste oder Tyrosyl-Reste einzufitihren waren. Wir wahlten dazu 
wiederum die Gelatine. Um zu priifen, ob im Tyrosyl-Rest die Hydroxyl- 
gruppe oder nur der aromatische Kern von Bedeutung sind, wurden auch 
Proteine, in die Phenylalanyl-Reste eingefiihrt waren, auf ihre Antigen- 
wirkung gepriift. Untersucht aufihren Antigencharakter wurden folgende 
Kohlenhydrat-EiweiB-Verbindungen, deren Synthese z. Tl. schon friiher 
beschrieben wurde: 

(I) Arabicyl-gelatine? 
(II) Arabicyl-ps-globulin? 
(III) Arabicy]-tyrosyl-gelatine? 
(IV) Arabicyl-tyrosyl-ps-globulin? 
(V) Cellulosido-glykoloyl-gelatine* 
(VI) Cellulosido-glykoloyl-ps-globulin*® 
(VII) Cellulosido-glykoloyl-tyrosyl-gelatine*® 
(VIII) Cellulosido-glykoloyl-tyrosyl-ps-globulin*® 
(IX) Pectyl-gelatine* 
(X) Pectyl-ps-globulin* 
(XI) Pectyl-tyrosyl-gelatine* ® 

(XII) Pectyl-tyrosyl-ps-globulin* 

(XIII) N-Carbobenzoxy-tyrosyl-gelatine® 

(XIV) N-Carbobenzoxy-tyrosyl-ps-globulin® 

(XV) N-Carbobenzoxy-phenylalanyl-gelatine® 

(XVI) N-Carbobenzoxy-phenylalanyl-ps-globulin®: ®, 


1 F, Micheel u. H. Dorner, diese Z. 280, 92 [1944]. 

2 F. Micheel u. U. Heuer, Makromolekulare Chem. 3, 217 [1949]. 
3 F. Micheel u. J. Ewers, Makromolekulare Chem. 3, 200 [1949]. 
4 E.Istel, Dipl.-Arbeit, Miinster 1947. 

5 Dissertat. E. Schallenberg, Minster 1952. 

6 Dissertat. A. Beckmann, Miinster 1949. 
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Alle diese Kohlenhydrat-Protein-Verbindungen wurden nach der 
Azidmethode synthetisiert. Kohlenhydrat und Protein bzw. Tyrosin, 
ebenso wie Tyrosyl- bzw. Phenylalanyl-Reste sind hier durch —CO—NH- 
Bindungen verkniipft. 

Wie diese Zusammenstellung zeigt, wurden einerseits Stoffe gepriift, 
die lediglich Polysaccharide an Proteine gebunden enthalten, ferner 
solche, bei denen zwischen Kohlenhydrat und EiweiB ein Tyrosyl-Rest 
sitzt und endlich solche, bei denen lediglich Tyrosyl- bzw. Phenylalanyl- 
Reste in das Eiwei® eingefiihrt sind. Mit Riicksicht darauf, daB Antigene, 
die Gelatine als EiweiBkomponente enthalten, mit ihrem homologen 
Serum keine Pracipitinreaktion zu geben pflegen, wurden die entsprechen- 
den Gruppen auch jeweils in Pseudoglobulin (Pferd) eingefiihrt. So 
konnte zwischen den entsprechenden Antigenen und Antiseren durch 
die Kreuzreaktion auf Pracipitinbildung gepriift werden. 

Zu den Pectyl-tyrosyl-protein-Derivaten ist zu bemerken, daB die nach dem 
Verfahren mit Istel* hergestellten Stoffe nicht die erhebliche Giftwirkung am 
Kaninchen zeigten, wie sie seinerzeit bei den mit Dérner? synthetisierten beob- 
achtet wurde. Da uns von dem in der Kriegszeit bezogenen Pektin nichts mehr 
zuganglich ist, 148t sich nicht sagen, ob dies auf das Ausgangspektin oder den von 
Istel angewandten ReinigungsprozeB zuriickzufiihren ist. 


Die Ergebnisse der Pracipitinreaktionen sind aus Tab. 1 zu ersehen. 


Kontrollversuche wurden mit den Seren von unbehandelten Tieren 
ausgefiihrt, ebenso mit Loésungen von Natriumhydrogencarbonat bzw. 
Natriumacetat bzw. Natriumchlorid an Stelle von Antigenlésungen. 

Die Ergebnisse zeigen, da die Kohlenhydrat-Gelatine-Verbin- 
dungen durchweg keine Pracipitinreaktionen mit ihren homologen Seren 
geben, wahrend die entsprechenden Kohlenhydrat-ps-Globulin-Derivate 
selbstverstandlich mit ihren homologen Seren eine starke Priacipitin- 
reaktion zeigen. Auch die Kreuzreaktionen sind bei diesen beiden Stoff- 
typen negativ, bis auf diejenigen von V mit dem Antiserum von VI, die 
schwach positiv ausfallt. Da dies der einzige Fall ist, muB zunachst offen 
bleiben, ob es sich bei diesem Cellulosederivat um eine echte Pracipitin- 
reaktion oder evtl. um eine durch andere Umstiinde bedingte Aus- 
flockung handelt. Anders verhalten sich die Kohlenhydratverbindungen, 
bei denen zwischen Polysaccharid-Rest und Protein ein Tyrosyl-Rest 
gebunden ist. Zwar geben auch hier die Gelatinederivate mit ihren homo- 
logen Seren keine Pracipitinreaktionen. Aber die Kohlenhydrat-tyrosyl- 
ps-globuline geben mit den Seren der entsprechenden Kohlenhydrat- 
tyrosyl-gelatine-Derivate deutliche Pricipitinreaktionen. Im Falle der 
Cellulosido-glykoloyl-tyrosyl-Derivate gibt auch das Gelatinederivat 
VII mit dem Antiserum des ps-Globulinderivates VIII ein Pracipitat. 
Dies kénnte mit den besonderen Léslichkeitseigenschaften der Cellulose- 
derivate zusammenhangen. 

Aus diesen Befunden mu8 in Ubereinstimmung mit den friiheren 
Ergebnissen! gefolgert werden, dafs Kohlenhydratreste allein nicht 
geniigen, um aus einem nichtantigenen Eiweifstoffe ein Antigen zu 
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Tab. 1. Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse mit den Verbindungen I—XII. 
Mit jeder Verbindung werden auBerdem Kontrollversuche mit Seren von unbehan- 
delten Tieren ausgefiihrt, die simtlich negativ verliefen. 


— keine Pracipitinreaktion, 


+ schwache, aber eindeutige, ++ starke, 


+-+-+ sehr starke Pracipitinreaktion. 





Antigene (1:1000) 


Antiseren 


Arabicy]-gelatine (1) 


Arabicyl-ps-globu- 
lin (IT) 





Arabicyl-gelatine (I). 
Arabicyl-ps-globulin (II) . : 
NaHCO,-Lésung (0,1 -proz.) . 


++ 





Arabicyl-tyrosyl- 
gelatine (III) 


Arabicyl-tyrosyl- 
ps-globulin (IV) 





Arabicyl-tyrosyl-gelatine (III) .. . 
Arabicyl-tyrosyl-ps-globulin (IV) . . 
NaHCO,-Loésung (0,1-proz.) 


I 


++ 





Cellulosido-glyko- 
loylgelatine (V) 


Cellulosido-glyko- 
loyl-ps-globulin (VI) 





Cellulosido-glykoloyl-gelatine (V) . 
Cellulosido-glykoloy]-ps-globulin (V 1) 
CH,COONa-Lésung (0,08-proz.) 


ae 
ae 





Cellulosido-glyko- 
loyl-tyrosylgelatine 
(VII) 


Cellulosido-glyko- 
loyl-tyrosyl-ps-glo- 
bulin (VIII) 





( aa ea 
(Vid)... : 

Cellulosido-gly koloyl- ty rosyl- -ps- lo. 
bulin (VIII)... . ae 

CH,COONa-Lésung (0, 08- -proz. ) 


+ 





Pectyl-gelatine (IX) 


Pectyl-ps-globulin 
(X) 





Pectyl-gelatine (IX) . 
Pectyl-ps-globulin (X) . . 
NaHCO,-Lésung (1-proz.) 
NaCl-Lésung (1-proz.) 


++ 





Pectyl-tyrosyl-gela- 
tine (XI) 


Pectyl-tyrosyl-ps- 
globulin (XII) 





Pectyl-tyrosylgelatine (XT) . 

Pectyl- tyrosyl-ps-globulin (XII) 
NaHCO,-Lésung (1-proz.) . . . . 
NaCl-Lésung (1-proz.) 








machen, sondern da auch Tyrosinreste im Molekiil vorhanden sein 
miissen. Diese Tatsache verdient Interesse im Hinblick darauf, da8 auch 
praktisch kohlenhydratfreie natiirliche Proteine, z. B. das kristalline 
Serumalbumin B aus Pferdeblut (Kohlenhydratgehalt 0,083), An- 
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tigene sein kénnen, und da letzteres vom kristallinen Serumalbumin A 
aus Pferdeblut (Kohlenhydratgehalt 1,95°,) immunologisch wenig ver- 
schieden ist’. 

Es war nunmehr zu priifen, ob durch Einfiihrung von Tyrosyl- 
Resten allein in ein Nichtantigen wie Gelatine dies zu einem Antigen 
wiirde. Da die Kondensation von Tyrosin mit den Proteinen nach der 
Azidmethode durchgefiihrt wurde, muBte dessen freie Aminogruppe 
durch den Carbo-benzoxy-Rest blockiert werden. Um gleichzeitig die 
Frage beantworten zu kénnen, ob der Oxy-phenyl-Rest oder der Phenyl- 
Rest die antigene Natur hervorrufen, wurden auch die entsprechenden 
EiweiBverbindungen des N-Carbobenzoxy-phenyl-alanins synthetisiert. 
Uber die Ergebnisse berichtet Tab. 2. Es wurden auch hier die Derivate 
der Gelatine und des ps-Globulins untersucht. Wie die Tab. 2 zeigt, gibt 
das Gelatinederivat des Tyrosins mit seinem homologen Serum keine 
Pracipitinreaktion, waihrend das entsprechende ps-Globulinderivat mit 
seinem homologen Serum, aber auch selbstverstiandlich mit einem Serum, 
das durch Immunisierung mit normalem ps-Globulin gewonnen war, 
eine kraftige Reaktion gibt. Andererseits wurde mit der Carbobenzoxy- 
tyrosyl-gelatine und dem Serum aus Carbobenzoxy-tyrosyl-ps-globulin 
eine eindeutige Pracipitinreaktion (Kreuzreaktion) bis zu einer Ver- 
diinnung der Antigenlésungen auf 1:20000 erhalten. Die Kinfiihrung 
von Tyrosylresten allein ohne Kohlenhydrat-Reste wandelt 
also die Gelatine in ein Antigen um”. Bemerkenswert ist, daB in 
diesem Falle die Kreuzreaktion zwischen Gelatine-Antigen und ps- 
Globulinserum eintritt, nicht zwischen ps-Globulin-Antigen und Gela- 
tinederivat-Serum. DaB es sich dabei um eine echte Pracipitinreaktion 
und nicht um eine Fallung mit einem Hapten handelt, zeigt die Ein- 
wirkung von Carbobenzoxy-tyrosin auf das Carbobenzoxy-tyrosyl-ps- 
globulin-Serum. Hier tritt keine Fallung ein. Bei der oben beschriebenen 
Priifung der Kohlenhydrat-tyrosyl-proteine (Tab. 1) ist es umgekehrt: 
hier tritt Kreuzreaktion nur zwischen ps-Globulinantigen und Gelatine- 
derivat-Serum ein, nicht zwischen Gelatine-Antigen und ps-Globulin- 
serum. 

Das Verhalten der N-Carbobenzoxy-phenyl-alanyl-Verbindungen 
von Gelatine und ps-Globulin zeigt, da der aromatische Rest allein 
nicht ausreicht, um Gelatine in ein Antigen zu verwandeln. Weder mit 
homologem Serum noch in der Kreuzreaktion bildet das Gelatineprapa- 
rat ein Pracipitat. Dieser Umstand gibt auch Auskunft dariiber, ob der 
N-Carbobenzoxy-Rest etwa fiir sich antigene Eigenschaften hervorrufen 
kann. Er ist in den Tyrosyl- wie in den Phenyl-alanyl-Derivaten vor- 
handen. Da letztere bei der Gelatine keine antigenen Eigenschaften 
hervorrufen, so muB dieser Rest ohne Wirkung sein. 

7 R.A. Kekwick, Biochem. J. 32, 552 [1938]. 

72 Humphrey u. Yuill suchten diese Frage durch Ermittlung des 
Komplement-Bindungsvermégens zu lésen (Biochem. J. 38, 1826 [1939]. 
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Tab. 2. Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse mit den Verbindungen XITI—XVI. 
Kontrollversuche mit Seren unbehandelter Tiere wie bei Tab. 1. 


Abkiirzungen: C. T. = Carbobenzoxy-tyrosyl-, C. Ph. = Carbobenzoxy-phenyl- 
alanyl-. 





Antiseren 


C. T.-gelatine| C. T.-ps-globulin C. Ph.- 


ps-ge- 
(XIII) (XIV) — 


I II I | (Xv) 





C. T.-gelatine 
(XIII) 1: 1000 
1: 5000 
1: 10000 
1: 20000 
1: 50000 
(schwach) |(schwach) 


1: 100000 — a= 





C. T.-ps-globulin 
(XIV) 1: 1000 sped | obcfeap rows 
1: 10000 ot staat aie 

1:100000 


(schwach) |(schwach) (schwach) 





C. Ph.-gelatine (XV) 
1: 1000 


1: 10000 aS 


1:100000 





C. Ph.-ps-globulin 

(XVI) 1: 1000 tat 
1: 10000 a4 sop 

1:100000 


(schwach) | (schwach) 








ps-Globulin 
1: 1000 +++] +++ 


(schwach) (schwach) 





Gelatine 
1000 
1: 10000 
1:100000 





Carbobenzoxy-tyro- 
sin 1: 1000 — 3 


























NaCl-Lésung(1%ig) a — — = ~_ =< i* 


Insgesamt ist also zu sagen, daB Tyrosin-Reste, in das Nichtantigen 
Gelatine eingefiihrt, dieses zu einem Antigen machen. Dies ist auch der 
Fall, wenn die Tyrosin-Reste Polysaccharid gebunden enthalten. Kohlen- 
hydrat-Reste allein verwandeln Gelatine nicht in ein Antigen. Bisher 
noch nicht gepriift und auch nicht im einen oder anderen Sinne beant- 
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wortet ist jedoch damit die Frage, inwieweit durch Synthese in die 
Proteine eingefiihrte Polysaccharid-Reste als determinante Gruppen 
wirken. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeiten. 


Beschreibung der Versuche 
Zur Immunisierung dienten 2!/,—31/, kg schwere Kaninchen. 


Versuchsreihe 1 (Tab. 1, I—IV) 
Je 1 Tier erhielt 
(1) Arabicyl-gelatine?: 2 Praparate (21,9 bzw. 20,3°, Kohlenhydrat-Gehalt), 

(II) Arabicyl-ps-globulin?: 2 Praparate (27,3 bzw. 42.8% K.H.), 

(III) Arabicyl-tyrosyl-gelatine?: 2 Praparate (27,7 bzw. 28,3% K.H. und je 
0,88% Tyrosin), 

(IV) Arabicyl-tyrosyl-ps-globulin?: 2 Praiparate (35% K.-H. und 3,85% Tyrosin 
bzw. 39% K.H. und 3,90% Tyrosin). 


Versuchsreihe 2 (Tab.1, V—VIII) 
Je 1 Tier mit 
(V) Cellulosido-glykoloyl-gelatine®: (22°, K.H.), 
(VI) Cellulosido-glykoloyl-ps-globulin®: (14,8, K.H.), 
(VII) Cellulosido-glykoloyl-tyrosyl-gelatine®: (18% K.H. und 1,4% Tyrosin), 
(VIII) Cellulosido-glykoloyl-tyrosyl-ps-globulin®: (15,5% K.H. und 3,75% Ty- 
rosin). 


Versuchsreihe 3 (Tab. 1, [X—XII) 
Je 2 Tiere mit 
(1X) Pectyl-gelatine*: (18,2% K.H.), 
(X) Pectyl-ps-globulin: (17,9% K. H.), 
(XI) Pectyl-tyrosyl-gelatine®: (11,5% K.H. und 0,4% Tyrosin), 
(XII) Pectyl-tyrosyl-ps-globulin*: (22,99 K.H., Tyrosingehalt nicht bestimmt). 


Versuchsreihe 4 (Tab. 2) 
2 Tiere mit (XIII) Carbobenzoxy-tyrosyl-gelatine® (1,27% Tyrosin), 
2 Tiere mit (XIV) Carbobenzoxy-tyrosyl-ps-globulin® (Tyrosingehalt 6,88% ; 

Ausgangs-ps-Globulin 5,57%), 

1 Tier mit (XV) Carbobenzoxy-phenylalanyl-gelatine® (2,38%% Phenylalanin; 

Ausgangs-Gelatine 1,2%), 

1 Tier mit (XVI) Carbobenzoxy-phenylalanyl-ps-globulin®, ® (etwa 3% Phenyl- 
alanin; Ausgangs-ps-Globulin etwa 2% ; papierchromatographisch bestimmt), 
1 Tier (Kontrolle) mit nativem Pseudoglobulin. 

Bei der 1. Versuchsreihe (I—IV, Tab. 1) wurde die Immunisierung nach dem 
schon von Micheel und Dérner! angewendeten Verfahren vorgenommen. Es 
wurden injiziert in der 
1. Woche: 3x je 20 mg in 2 ccm Lésung intravends, 

2. Woche: 3xje 30 mg in 3ccm Lésung intravenés, 
3. Woche: 3 xje 40 mg in 4ccm Lésung intravenés, 
4. Woche: 3 xje 50 mg in 5ccm Lésung intraperitoneal. 

Von den Substanzen (III) und (IV) (Tyrosylverbindungen), wurden bei der 
1. Injektion nur 10 mg gespritzt, da die entspr. Verbindungen friiher! (siehe 
theoretischer Teil) Giftwirkung gezeigt hatten; da die Tiere die jetzt synthetisierten 
Stoffe aber reaktionslos vertrugen, wurden von der 2. Injektion an die angegebenen 
Mengen gespritzt. 
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Da diese Art der Immunisierung mehrere Wochen dauert und auBerdem 
verhaltnismaBig groBe EiweiBmengen erfordert (420 mg pro Tier), wurde bei der 
2. Versuchsreihe nach folgendem Verfahren immunisiert: An acht aufeinander 
folgenden Tagen wurden je 20 mg des betr. Praparates in je 2 ccm Lésung intra- 
venés injiziert, am neunten Tage 30 mg in 3 ccm Lésung. Die Tiere erhielten so 
190 mg des betreffenden Praparates. Trotz dieser im Vergleich zu friiheren Ver- 
suchen! geringeren Menge waren die Titer der (Pseudoglobulin)-Antiseren im all- 
gemeinen hoch, so daB das Verfahren fiir alle weiteren Immunisierungen beibe- 
halten wurde und sich gut bewahrte. 

Gelést wurden die Stoffe nach Méglichkeit in 1-proz. NaHCO,-Lésung; nur 
in einigen besonders giinstigen Fallen leichter Léslichkeit (XI, XIII, XV) wurde 
1-proz. NaCl-Lésung verwandt. Die Substanzen V—X und XII (Versuchsreihen 
2 und 3) waren auch in 1-proz. NaHCO,-Lésung nicht léslich. Diese Stoffe wurden 
unter Erwarmen auf etwa 40°C (im Wasserbad) so rasch wie méglich in 0,2-n. 
NaOH gelést und die Lésungen sofort mit 0,2-n.Essigsiure auf py 7 gebracht, 
wobei die Lésung: klar blieb. Diese Lésungen enthielten demnach etwa 0,8% Na- 
Acetat. Alle fiir die Injektionen verwendeten Lésungen waren 1-proz. (bezogen 
auf die zu priifende Substanz). 

Fiir die serologischen Reaktionen wurden die Antigenlésungen auf die gleiche 
Weise frisch bereitet und die héheren Verdiinnungen aus den Stammlésungen 
bei Versuchsreihe 1 und 2 mit Wasser, bei Versuchsreihe 3 und 4 mit 1-proz. NaCl- 
Lésung hergestellt; letzteres erwies sich als giinstiger. Bei der Versuchsreihe 3 
wurde auBerdem versucht, eine Lésung der Antigene 1:1000 in 1-proz. NaHCO - 
Lésung herzustellen, was nur teilweise gelang; die Loésungen wurden deshalb vor 
ihrer Verwendung klar zentifugiert. Die Ergebnisse waren genau die gleichen wie 
die mit den in NaOH gelésten und mit Essigsiure neutralisierten Antigenen und 
sind daher in der Tab. 1 nicht gesondert aufgefiihrt. Im allgemeinen erwies sich 
eine Antigenkonzentration von 1: 1000 (0,1-proz. Lésung) fiir die Pracipitinreaktion 
am giinstigsten und wurde fast ausschlieBlich verwendet; nur bei der Versuchs- 
reihe 4 wurden héhere Verdiinnungen angewandt, wie aus Tab. 2 zu ersehen ist. 
Fiir Kontrollversuche wurden in den einzelnen Fallen folgende Lésungen verwendet : 
1-proz. NaCl-Lésung, 1-proz. NaHCO,-Lésung oder 0,8-proz. Na-Acetatlésung (dar- 
gestellt durch Neutralisieren von 0,2-n.NaOH mit 0,2-n.Essigsiure bis py 7). 

Die Blutentnahme und Aufarbeitung des Serums erfolgte jeweils 5—8 Tage 
nach der letzten Injektion, eine zweite gegebenenfalls nach weiteren 8 Tagen nach 
der dafiir tiblichen Methode. Fiir die Pracipitinreaktionen wurden die Sera unver- 
diinnt verwendet. 6 Tropfen des Serums wurden in kleine Reagensglaser (100 mal 
10 mm) gegeben und vorsichtig mit etwa 0,3 cem der Antigenlésung iiberschichtet. 
Die Ringbildung war bei starken Antiseren suf-rt, bei schwachen Antiseren bzw. 
bei den Kreuzreaktionen nach einigen Minuten z. heobachten, und ihre Starke 
konnte gut abgeschitzt werden. Zur Verstérkung de. Ringbildung wurden die 
Réhrchen sodann 30 Min. in ein Wasserbad von 38—40" .»stellt, wobei sich der 
Ring verbreiterte; bei sehr starken Reaktionen sanken dabei zchon Flocken des 
Pracipitates nach unten. Darauf wurde der Inhalt der. Réhrchen gut durchgeschiit- 
telt und iiber Nacht in den Eisschrank gestellt. Am nachsten Morgen hatte sich 
dann das gebildete Pracipitat am Boden abgesetzt, und seine Menge lieB sich nach 
dem Aufwirbeln abschatzen. 

Kontrollen wurden mit dem Serum unbehandelter Kaninchen und den be- 
treffenden Antigenlésungen durchgefiihrt; sie fielen in allen Fallen negativ aus. 

In den Tabellen ist mit + eine schwache, aber eindeutige, mit + + eine 
starke und mit ++-+- eine sehr starke Ring- und Pracipitatbildung bezeichnet, 
mit — eine negative Reaktion. 


Pectyl-tyrosyl-Gelatine (XI) 
Die Darstellung erfolgte nach Istel*. Daher sollen hier nur die analytischen 
Daten angegeben werden. Die entsprechenden von Istel gefundenen Werte sind 
in Klammern angegeben. 
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Gereinigtes Pectin: Gef. 4,88% Methoxyl (4,17%). 
Pectyl-hydrazid : Gef. 2,24% N (2,34%). 


Pectyl-tyrosin-athylester: Gef. 3,90% Athoxyl (1,09%). 
Gef. 0,92% N (0,43%). 

Pectyl-tyrosin-hydrazid: Gef. 1.41%, N (1,322). 

Pectyl-tyrosyl-gelatine: Gef. 11,5% K.H. (16,4%). 
Gef. 0,41% Tyrosin (0,5%). 


Der Kohlenhydratgehalt wurde kolorimetrisch nach der Orcin-Methode von 
M. Sorensen bestimmt*®, wobei das gereinigte Ausgangspektin als Vergleichs- 
substanz diente. Der Tyrosingehalt wurde nach einer weiter unten beschriebenen, 
in unserem Institut in Anlehnung an ein Verfahren von Thomas? ausgearbeiteten 
Methode kolorimetrisch bestimmt. 


Die dargestellte Pectyl-tyrosyl-gelatine war léslich in Wasser. 


N-Carbobenzoxy-tyrosyl-ps-globulin (XIV) und N-Carbobenzoxy- 
phenylalanyl-ps-globulin (XVI) . 

Die Darstellung erfolgte entspr. den Angaben von Beckmann ‘® fir die N- 
Carbobenzoxy-tyrosyl-gelatine bzw. die N-Carbobenzoxy-phenylalanyl-gelatine. 

N-Carbobenzoxy-tyrosin-dthylester und N-Carbobenzoxy-tyrosin-hydrazid : 
Das 1-Tyrosin-athylester-hydrochlorid wurde nach Fischer’? und das Carbobenz- 
oxychlorid nach Bergmann" dargestellt; beide wurden nach den Angaben von 
Bergmann" ynd Micheel und Mitarbb.!*:® miteinander umgesetzt. Schmelz- 
punkt des erhaltenen N-Carbobenzoxy-tyrosin-athylesters: 77—78°. 

Gef. N 4,42, OC,H, 13,95. Ber. N 4,08, OC,H, 13,12. 

Der Ester war also nicht ganz rein, sondern enthielt anscheinend noch Bei- 
mengungen von nicht umgesetztem Tyrosinester. Da sich die Verbindung aber nur 
mit schlechter Ausbeute umkristallisieren lie8, wurde auf eine weitere Reinigung 
verzichtet und der Carbobenzoxy-tyrosin-ithylester mit Hydrazinhydrat zum 
Hydrazid umgesetzt, das sich gut reinigen lieB® 12, das nach zweimaligem Um- 
kristallisieren aus Alkohol den richtigen Schmelzpunkt von 214° zeigte. 


Gef. N 12,80. Ber. N 12,77. 
._ Die Stickstoffbestimmungen wurden nach der Mikro-Kjeldahl-Methode, die 
Athoxylbestimmungen nach Zeisel ausgefiihrt. 


N-Carbobenzoxy-tyrosyl-ps-globulin 

lg N-Carbobenzoxy-tyrosin-hydrazid wurde in 100 ccm 2-n.Salz- 
sdure gelést und unter Eiskiihlung und mechanischem Riihren tropfenweise mit 
5-proz. Natriumnitrit-Lésung versetzt, bis kein Nitrit mehr verbraucht wurde. 
Das Azid fiel sofort flockig aus, wurde aber allmahlich zih und klebrig. Das Ge- 
misch wurde unter weiterer Eiskiihlung mit Bicarbonat neutralisiert und sodann 
zu einer eisgekiihlten Lésung von 2g dialysiertem Pferdeserum-ps-Globulin 
in 200 com Wasser gegeben, die vorher mit. Sodalésung auf py 8 gebracht worden 
war; dieser py-Wert wurde wahrend der ganzen Dauer der Reaktion eingehalten. 
Die Reaktionslésung wurde 6 Stdn. unter weiterer Eiskiihlung mechanisch geriihrt, 
wobei der gréBte Teil des iiberschiissigen Azids ungelést blieb und hart und spréde 
wurde. Sodann wurde vom Unldslichen abfiltriert und die Losung 5 Tage lang in 
rotierenden Cellophanschlauchen gegen destilliertes Wasser dialysiert; das Wasser 
wurde dreimal taglich gewechselt. Das Kupplungsprodukt fiel am 3. bis 4. Tage 


8 M. Sorensen u. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 [1933]. 

® L. E. Thomas, Arch. Biochem. 5, 175 [1944]. 

10 E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 451 [1901]. 

11 M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932]. 
122 F, Micheel u. H. Dorner, diese Z. 275, 258 [1942]. 
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fast vollstandig aus. Es wurde abzenirifugiert und mehrfach auf der Zentrifuge 
mit dest. Wasser gewaschen. Ausb. 700 mg. 


N-Carbobenzoxy-phenylalanyl-ps-globulin 
Die Kupplung des von Beckmann dargestellten Carbobenzoxy-phenyl- 
alanin-hydrazids an ps-Globulin wurde genau so durchgefiihrt wie beim 
Carbobenzoxy-tyrosyl-ps-globulin beschrieben; nur wurde weniger Hydrazid ver- 
wendet, namlich 200 mg auf 800 mg ps-Globulin. 


Tyrosinbestimmungen 


Die Tyrosinbestimmungen wurden nach einer in unserem Institut ausgear- 
beiteten Methode!* kolorimetrisch vorgenommen. Nach Angaben von Thomas?® 
bildet Tyrosin beim Erhitzen mit einer alkoholischen Lésung von «-Nitroso-B- 
naphthol, konz. Salzséure und verd. Salpetersiure einen roten Farbstoff, der sich 
quantitativ kolorimetrisch bestimmen ]a8t. Da bei diesem Verfahren der Alkohol 
wahrend des Erhitzens zum Sieden teilweise verdampft, erhalt man ungenaue Er- 
gebnisse. Giesbert verwendete daher in unserem Institut statt Alkohol Glycerin, 
in dem sich «-Nitroso-B-naphthol beim Erwarmen in geniigender Menge lost. 
Da auBer Tyrosin nur Dijodtyrosin mit «-Nitroso-B-naphthol eine Farbung gibt °, 
]a8t sich die Methode zur direkten Bestimmung des Tyrosingehaltes von EiweiB- 
hydrolysaten benutzen, ohne da8 man andere stérende Aminosauren erst umstand- 
lich abtrennen muB. 


Reagenzien: 

a) Eine Lésung von 50 mg a-Nitroso-f-naphthol in 250 ccm dest. Glycerin; 
Nitroso-naphthol wurde durch mehrstiindiges Erwarmen auf 80° und haufiges 
kraftiges Schiitteln gelést. 

b) Verd. Salpeterséure: Konz. Salpetersiure (d 1,39) wurde mit rauchender 


Salpetersiure versetzt, bis die Dichte 1,42 erreicht war; 12 ccm dieser Saéure 
wurden mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Die Anwesenheit von Stickoxyden 
scheint fiir den glatten Verlauf der Farbstoffbildung wesentlich zu sein. 

c) Konz. Salzsiure (d 1,19). 

d) Tyrosinstandardlésung, erhalten durch Auflésen von 10 mg /-Tyrosin (Merck) 
in 0,5 cem konz. Salzséure und Auffiillen auf 100 cem mit Wasser (enthalt 
also 0,1 mg Tyrosin pro ccm). 


Ausfiihrung der Messung 


Die Messungen wurden im Unicam-Spectralphotometer durchgefiihrt bei 
einer Spaltbreite von 0,03 mm und einer Wellenlinge von 540 my, bei der nach 
den Messungen von E. Giesbert das Absorptionsmaximum liegt. 


Aufnahme der Hichkurve 

Es wurden jeweils 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5 und 4 ccm der Tyrosin-Standardlésung 
aus einer Mikrobiirette in Erlenmeyerkélbchen von 25 ccm Inhalt gegeben und mit 
Wasser auf 5 ccm verdiinnt. Dann wurden je 3 ccm a-Nitroso-f-naphthollésung 
(am besten aus einer Biirette) und 2 ccm der konz. Salzsiure sowie 1 ccm der verd. 
Salpetersiure zugegeben und griindlich durchgemischt. Als Kompensationslésung 
diente eine Mischung von 2 ccm Tyrosin-Standardlésung, 3 ccm Wasser, 3 ccm 
Glycerin, 2 cem Salzsiéure und 1 ccm Salpeterséure. Diese Lisung absorbiert bei 
540 mu kaum, und die Tyrosin-Standardlésung kann auch durch Wasser ersetzt 
werden, ohne daB die Genauigkeit der Messung wesentlich beeintrachtigt wird. 


18 Unveréffentlichte Versuche von F. Micheel und E. Giesbert. 
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Alle K6élbchen wurden gleichzeitig in einen Thermostaten mit Wasser von 
80° gebracht, 3 Min. unter mehrmaligem Umschiitteln darin belassen und sodann 
5 Min. in Eiswasser gestellt. Wenn man die Kélbchen im Dunkeln aufbewahrt, 
beginnt die Farbe erst nach etwa 30 Min. zu verblassen’, so daB die Messung in 
dieser Zeit bequem durchgefiihrt werden kann. 


Gemessene Werte: 
Standardlésung ineem... 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 
Tyrosin in mg . ~« WH 0,15 0,2 0,25. 0,3 0,35 0,4 
Abgelesene Werte im Mittel. 0,290 0,399 0,509 0,608 0,696 0,778 0,879 


Tragt man die abgelesenen Werte gegen die Gewichtsmengen Tyrosin auf, 
so erhalt man zwischen 0,2 und 0,4 mg Tyrosin einen geradlinigen Verlauf der Kurve. 
Man hat also bei Tyrosinbestimmungen in EiweiBhydrolysaten die Konzentration 
so zu wahlen, daB die Tyrosinwerte etwa in diesem fiir die Messungen geeigneten 
Gebiet liegen. Bei kleineren Tyrosinmengen liegen die MeBwerte etwas zu niedrig. 


Tyrosinbestimmungen in EiweiBhydrolysaten 
a) Pferdeserum-Pseudoglobulin (Ausgangsmaterial) 


Es wurden fiir zwei Bestimmungen 99,8 bzw. 102,2 mg ps-Globulin ein- 
gewogen und mit je 5 ccm 20-proz. Salzsiure 6 Stdn. auf dem siedenden Wasser- 
bade hydrolysiert. Die Hydrolysate wurden im MeBkolben auf 50 cem mit Wasser 
aufgefiillt und zur Entfernung von unléslichem Humin filtriert. Fiir die kolori- 
metrische Bestimmung wurden je 2 bzw. 3 ccm der beiden Hydrolysate abgemessen, 
mit Wasser auf 5 ccm verdiinnt, 3 ccm der «-Nitroso-f-naphthol-Lésung, 2 ccm 
konz. Salzsiure und 1 cem Salpetersiure zugegeben und abgekiihlt. Als Kompen- 
sationslésungen dienten 2 bzw. 3ccm des betreffenden Hydrolysates, die statt 
der «-Nitroso-f-naphthol-Lésung mit 3 ccm Glycerin versetzt und im iibrigen genau 
wie die MeBlésungen behandelt wurden. Auf diese Weise wird die braune Eigen- 
farbe der Hydrolysate kompensiert. 


Ergebnisse : 





winwaage ecem Abgelesene mg Tyrosin Tyrosin 
in mg Hydrolysat Werte pro ecm % 


0,113 
0,112 


0,111 


0,113 
0,113 


0,113 
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Das als Ausgangsmaterial verwendete Pferdeserum-ps-Globulin enthielt also 
im Mittel 5,579 Tyrosin. 


b) Carbobenzoxy-tyrosyl-ps-globulin 
Es wurden fiir zwei Bestimmungen 27,1, bzw. 26,4 mg Carbobenzoxy-tyrosyl- 
ps-globulin eingewogen, mit 1,5 ccm 20-proz. Salzsiure 6 Stdn. hydrolysiert, auf 
25 cem mit Wasser aufgefiillt und filtriert. Von diesen Lésungen wurden je 3 bzw. 
5 ccm fir die kolorimetrischen Bestimmungen eingemessen. Die Messung wurde 
wie oben beschrieben durchgefiihrt. 
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Ergebnisse: 





Einwaage 
in mg 


ccm 
Hydrolysat 


Abgelesene 
Werte 


mg Tyrosin 
pro ccm 





27,1 





3 


5 


5 





0,544 
0,543 


0,838 
oase } 0,838 


0,536 
0,538 


0,832 
0,833 


} 0,544 


} 0,537 


} 0,833 





0,073 
0,074 


0,075 


0,071 
0,073 
0,075 





Das Carbobenzoxy-tyrosyl-ps- ‘ero enthielt also im Mittel 6,88% Tyrosin. 
Die Tyrosinzunahme betrug somit 1,31% 


c) Pectyl-tyrosyl-gelatine 

Eine friibere, nach den Angaben von Istel* durchgefiihrte, aber recht un- 
genaue Bestimmung hatte fiir die Pectyl-tyrosyl-gelatine einen Tyrosingehalt 
von ungefahr 0,4% ergeben. Es wurde eine weitere mit «-Nitroso-f-naphthol aus- 
gefiihrt. 

129,3 mg Pectyl-tyrosyl-gelatine wurden mit 6 ccm 20-proz. Salzsdure 6 Stdn. 
hydrolysiert, filtriert und auf 10 ccm mit Wasser aufgefiillt. Fiir die Messungen 
wurden 4 bzw. 5 ccm Hydrolysat verwendet. 


Ergebnisse: 





mg Tyrosin Tyrosin 


Abgelesene 
pro ccm wi 


Einwaage com 
Werte 


in mg Hydrolysat 





0,524 
0,527 


0,633 
5 ane } 0,633 


Die Pectyl-tyrosyl-gelatine enthielt also 0,41% Tyrosin. 


129,3 4 } 0,526 0,052 








0,053 0,41 


0,053 








Bestimmung von Phenylalanin 

Die quantitative Bestimmung des Phenylalanins wurde in unserem Institut 
von Schweppe in Anlehnung an ein von Fisher und Mitarbb.!* angegebenes 
papierchromatographisches Verfahren vorgenommen. 

Es wurden etwa 20mg der zu untersuchenden Substanzen (Ausgangs-ps- 
Globulin und N-Carbobenzoxy-phenylalanyl-ps-globulin) mit Salzsiure hydro- 
lysiert. Die iiberschiissige Saure wurde durch wiederholtes Abdampfen im Vakuum 
unter jeweiliger Zugabe von einigen Kubikzentimetern Wasser entfernt. Der Riick- 
stand wurde in soviel 75-proz. Athanol geldst (0,4 ccm), daB die Lésung, auf Phenyl- 
alanin bezogen, etwa 0,l-proz. war. 

Auf einen Filtrierpapierbogen (Whatman Nr. 4) wurden sodann mit einer 
Mikropipette nebeneinander folgende Substanzen gegeben: 

1. Verschiedene Mengen des Hydrolysats von ps-Globulin (10—20 mm§, ent- 
haltend etwa 10—20 y Phenylalanin). 


14 R. B. Fisher, D. 8S. Parsons u. G. A. Morrison, Nature [London] 161, 
764 [1948]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 291 a 
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2. Verschiedene Mengen des Hydrolysats von Carbobenzoxy-phenylalanyl-ps- 

globulin (ebenfalls 10—20 mm‘). 

3. Verschiedene Mengen einer 0,l-proz. Phenylalanin-Vergleichslésung (5 bis 

15 mm*), 

Das Chromatogramm wurde mit wassergesittigtem Benzylalkohol entwickelt, 
da sich bei diesem Lésungsmittel der R;-Wert des Phenylalanins von den R;-Werten 
der anderen Aminosauren betrichtlich unterscheidet!® und man deshalb eine gute 
Trennung erreicht. 

Die Sichtbarmachung erfolgte durch Bespriihen mit einer 0,5-proz. Ninhydrin- 
lésung in wassergesaittigtem n-Butanol. 

Die quantitative Bestimmung des Phenylalanins wurde durch Auswertung 
der FleckengréBen durchgefiihrt. Nach Fisher* besteht eine lineare Abhangigkeit 
zwischen der Fleckengr6Be und dem log der auf dem Chromatogramm aufgetragenen 
Substanzmenge. In ein Koordinatensystem werden auf der Abszisse die Logarithmen 
der Mengen Phenylalanin (Vergleichslésung) und auf der Ordinate die Gewichte 
der ausgeschnittenen Flecken — die bei Voraussetzung der GleichmaBigkeit des 
Papiers der Fleckengré8e proportional sind — aufgetragen. Trigt man die Werte 
fiir die verschiedenen Mengen der Vergleichslésung in die graphische Darstellung 
ein, so kann man durch die erhaltenen Punkte eine Gerade ziehen. Die unbekannten 
Phenylalaninmengen in den Hydrolysaten lassen sich nun nach Wagung der ent- 
sprechenden ausgeschnittenen Flecken aus der Zeichnung bestimmen. So ergab sich: 


1. ps-Globulin (Ausgangsmaterial) : 


Einwaage Bestimmung Nr. % Phenylalanin 
21,1 mg 1 1,9 
2 2,4 


Gef. im Mittel: 2,1% Phenylalanin. 
2. N-Carbobenzoxy-phenylalanyl-ps-globulin: 


Einwaage Bestimmung Nr. hs Phenylalanin 
21,0 mg 1 2,8 
2 3,1 


Gef. im Mittel: 2,9°% Phenylalanin. 
Der Phenylalaningehalt hatte also um 0,8°%% zugenommen. 


Zusammenfassung 


Es wird eine gr6Bere Zahl von synthetischen Kohlenhydrat-EiweiB- 
Verbindungen auf ihre Antigen-Natur untersucht.: Die Einfiihrung von 
Polysaccharid-Resten allein vermag nicht, die nichtantigene Gelatine 
in ein Antigen zu verwandeln. Hingegen wird die Gelatine zu einem 
Antigen, wenn Polysaccharid- und Tyrosyl-Reste in sie eingefiihrt 
werden. Entscheidend sind dabei die Tyrosyl-Reste. Denn Gelatine, 
in die Tyrosyl-Reste allein eingefiihrt werden, wird zu einem starken 
Antigen. Phenylalanyl-Reste, an Gelatine gebunden, machen diese 
nicht zu einem Antigen. 


15 ¥, Cramer, Papierchromatographie, S. 39. 
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Weitere Untersuchungen iiber die zellteilungshemmende Wirkung 
von Adrenalin und Derivaten 


Von 
Hans Lettré, Peter Marquardt und Elisabeth Carl 


Aus dem Institut ftir experimentelle Krebsforschung der Universitét Heidelberg und aus der 
Abteilung fiir experimentelle Therapie der Medizinischen Fakultét der Universitét Freiburg 


Der]Schriftleitung zugegangen am 23. Mai 1952)} 
4 4 


Im Rahmen einer Untersuchung iiber die Wirkung von £-Phenyl- 
athylaminen auf in vitro geziichtete Zellen! wurde 1941 festgestellt, daB 
die meisten Vertreter dieser Stoffklasse mit ausgepragter physiologischer 
und pharmakologischer Wirkung keine auffallige Wirkung auf Fibro- 
blasten ausiiben; lediglich mit hdherer Dosis wurde eine Zellvakuoli- 
sierung bewirkt, die allgemein mit Aminen ausreichender Basizitat er- 
zielt werden kann’. Unter den untersuchten Verbindungen nahm das 
Adrenalin eine Ausnahmestellung ein, da es mit einer Dosis von 100y/cem 
eine eindeutige Mitosehemmung verursachte. Es konnte damals gezeigt 
werden, dafS diese Wirkung nicht dem Adrenalin selbst zukommt, 
sondern ¢inem aus ihm entstehenden Umwandlungsprodukt, und zwar 
einem Oxydationsprodukt, da der Zusatz reduzierender Verbindungen 
wie Vitamin C die teilungshemmende Wirkung des Adrenalins nicht in 
Erscheinung treten lie}. Bei der Bearbeitung der Fragestellung, welches 
Umwandlungsprodukt des Adrenalins diese Wirkung zeigt, haben wir 
zunichst das Adrenochrom (I) auBer Betracht gelassen, das damals als 
einziges kristallines Umwandlungsprodukt des Adrenalins bekannt 
war®. In der Annahme, da das wirksame Produkt in struktureller Be- 
ziehung zu dem Stilbylaminsystem stehen miisse, stellten wir Modell- 
substanzen wie 5- und 6-Methoxy-2-phenyl-1-methyl-indolin (II) dar‘, 
die aber keine teilungshemmende Wirkung zeigten. Wir haben weiterhin 
untersucht®, ob Adrenalin mit Aldehyden leicht zu einem Isochinolin- 
system kondensiert, was aber nicht der Fall ist. Es hatte die Méglichkeit 
bestanden, da Adrenalin mit einem aus einem zweiten Molekiil durch 
Oxydation entstandenen substituierten Phenylacetaldehyd zu einem 
Benzyl-isochinolinderivat kondensiere, das ein Stilbylaminsystem dar- 
stellt. Erst 1947 wurde Adrenochrom von uns untersucht® und als 
wirksam befunden®. 


1H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 271, 200 [1941]. 

2 H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 279, 206 [1943]. 

3-H. Green u. B. Richter, Biochem. J. 31, 596 [1937]. 

4H. Lettré, M.Seekamp, Diplomarbeit Géttingen 1943, und E. Carl, 
Diplomarbeit Géttingen 1944. 

° H. Lettré u. W. Riemenschneider, Diplomarbeit Gottingen 1947—48. 
' 6H. Lettré, R.Lettré u. W. Riemenschneider, Naturwiss. 38, 282 
1951}. 
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Diese Ergebnisse sind mit neuen Praparaten von Adrenochrom und 
Derivaten reproduziert und erweitert worden. 

Gegen unsere friiheren Versuche wiire noch der Einwand médglich, 
daB in iiblicher Weise hergestellte Adrenochrompraparate noch Adrenalin 
enthalten kénnen. Das in diesen Versuchen verwendete Adrenochrom 
enthielt, ausgewertet am Blutdruck der Katze in iiblicher Weise, 
weniger als 1 y Adrenalin in 2,5 mg des kristallinen Adrenochroms 
(weniger als 1:2500). In Tab. 1 sind die Wirkungen der Stoffe an in vitro 


Tab. 1. Wirkung der Stoffe an Fibroblasten; Auszahlung nach 24 Stdn. (Spindel- 
zustand: + normal, — vdllig geschidigt) 


Dosis %-Zahl Spindel- 
in y/ecm | der Mitosen zustand 


PAGrenalin: 4 5.6 5 be oe es 180 43 
140 - 30 
12 
10 
3,4 
5i 4,0 

l-Adrenochrom ......... é 42 
: 19 

16 
3,3 
(24 Stdn. in Lésung gestanden) ¢ 6,7 
3.5.6-Trioxy-l-methyl-indol. . . . 1,4 
2,0 
1,8 
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geziichteten Fibroblasten angegeben. Die Wirksamkeit des /-Adrenalins 
und des J-Adrenochroms liegen bei vergleichbaren Dosen. Das Bild der 
Wirkung ist in beiden Fallen das einer durch Spindelschadigung be- 


H,CO ¢ CH, 


| 
Ay hGH 
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dingten Metaphasenarretierung. Daf Adrenochrom nicht in geringerer 
Menge als Adrenalin wirksam ist, ist durch seine Labilitaét in Losung zu 
erklaren. Eine Loésung, die frisch hergestellt mit 90 y/cem eine Mitose- 
hemmung von 16°% bewirkte, zeigte eine stark verminderte Wirksamkeit, 
nachdem sie 24 Stdn. bei Raumtemperatur gestanden hatte (vgl. Tab. 1). 
Bei einer Bebriitungsdauer der Gewebekulturen von 24 Stdn. bei 38° 
haben wir mit einer weitgehenden Umwandlung des Adrenochroms zu 
rechnen; die angegebene Dosis stellt die zu Beginn zugefiigte Menge dar, 
die wirklich zur Wirkung notwendige Minimalmenge kann nicht an- 
yegeben werden. Bei der Anwendung von Adrenalin bildet sich aus diesem 
unwirksamen Stoff das wirksame Adrenochrom, das wieder weiter in 
unwirksame Verbindungen iibergeht. Das Verhaltnis von Bildungs- zu 
Zerfallsgeschwindigkeit des Adrenochroms entscheidet iiber die Menge 
an wirksamem Produkt; bei der standigen Nachlieferung an Adreno- 
chrom aus Adrenalin kann so eine gleichbleibende Menge vorhanden sein. 
Die wahre Wirksamkeit des Adrenochroms muB bei einer geringeren 
Dosis als der des Adrenalins liegen. Voraussetzung fiir die Richtigkeit 
dieser Annahme ist, da aus Adrenalin keine anderen wirksamen Pro- 
dukte hervorgehen und daf{ Adrenochrom bei seiner Umlagerung nur in 
unwirksame Produkte itibergeht. Die letztgenannte Voraussetzung er- 
scheint durch die Unwirksamkeit von Adrenochromlésungen nach 24-stdg. 
Stehenlassen bei Raumtemperatur wahrscheinlich, die erste bedarf noch 
weiterer Priifung. Das 3.5.6-Trioxy-1-methyl-indol (IIT) zeigte in Dosen 
bis 400 y/eem keine teilungshemmende Wirkung (s. Tab. 1), ebenso wie 
das Indigoderivat V, das wegen seiner Schwerléslichkeit in Wasser in 
fester Form den Gewebekulturen zugesetzt wurde, und das 5.6-Dioxy-1- 
methylindol (LV). Diese Stoffe sind als Folgeprodukte des Adrenochroms 
anzusehen. Diese Befunde sprechen ebenfalls dafiir, daB aus Adrenochrom 
keine wirksamen Verbindungen hervorgehen. 

Die Wirksamkeit des Adrenochroms erklart die bisher beobachteten 
Phiinomene der zellteilungshemmenden Wirkung des Adrenalins. 
teduzierende Substanzen wie Vitamin C verhindern seine Bildung aus 
Adrenalin und machen entstandenes Adrenochrom unwirksam. Sein 
Wirkungsmechanismus kann nicht von der Art der Stilbylaminderivate 
sein, sondern mu® auf seinen Chinoncharakter zuriickgefiihrt werden. 
Lehmann’ zeigte an Tubifexeiern die starke mitosehemmende Wirkung 
von Chinonen, deren Wirkung sich chemisch als eine Reaktion mit fiir 
die Teilungsvorgiinge funktionell wichtigen SH-Gruppen deuten laibt®. 
Ob im Falle des Adrenochroms noch seine besondere Wirkung auf den 
Zellstoffwechsel (s. unten) eine Rolle spielt, muB zuniichst offen bleiben. 

Der friiher von uns beschriebene Befund!, daB Adrenalin auch mit 
hdheren Dosen, als sie an Fibroblasten benétigt werden, am Ehrlichschen 
Mausecarcinom keine teilungshemmende Wirkung zeigt, ist von uns 
? F. E. Lehmann, Experientia [Basel] 3, 223 [1947]. 

SH. Lettré, Angew. Chem. 63, 421 [1951]. 
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immer wieder reproduziert worden. Obschon bei den meisten Mitose- 
giften die am Ehrlichschen Miausecarcinom wirksame Dosis die gleiche 
wie bei Fibroblasten ist oder sogar geringer, kénnte jedoch eine relative 
Gewebsdifferenz bestehen, wie wir sie etwa bei normalem Epithel beob- 
achteten, das héhere Dosen an Colchicin benétigt als Fibroblasten®. Wir 
haben daher den EinfluB8 von Adrenalin und Derivaten auf den Mause- 
Ascites-Tumor untersucht und konnten feststellen, da keine der Ver- 
bindungen eine hemmende Wirkung besitzt (vgl. Tab. 2). Adrenochrom, 


Tab. 2. Uberlebenszeiten von Mausen mit Ascites-Tumor nach der Impfung und 
Injektion der Stoffe (Dosis in y/Tag an 5 Tagen i. p.) 





| Dosis | Tage 





Kontrolle....... 9, 10, 14, 16, 16 
l-Adrenalin ..... f 11, 12, 12, 13, 13 
d-Adrenalin. ..... 5 8, 9, 14, 15, 16 


Kontrolle. ...... 18, 19, 19, 20, 
l-Adrenochrom. ... . : 10, 11, 22, 42. 2: 
11, 42, 13) 20; 


Kontrolle....... . 19, 20, 20, 22, 

l-Adrenalin . . : } 4.6, 41, 34, 12 

(durch Stehen tief ge- 
farbt) . % 13,. 17,29, 19; 21 


Kontrolle. ...... - 17, 18, 18, 19, 21 
3.5.6-Trioxy- 2 12, 13, 16, 19, 20 
N-methyl-indol .... } 8, 10, 14, 14, 16 








das an 5 Tagen mit je 300 y verabreicht wurde, zeigte keinerlei hemmende 
Wirkung. Auch morphologisch lieB sich kein Anhalt fiir eine teilungs- 
hemmende Wirkung an den Tumorzellen finden. Diese Ergebnisse 
stehen also in voller Ubereinstimmung mit unseren friiheren Befunden. 

AuBer Adrenalin wirken auch andere Hormone, entweder direkt} 
oder mittelbar, wie es in ihrer Wirkung als Synergisten des Colchicins™ 
zum Ausdruck kommt, auf die Zellteilung ein. Schiitz!* bezeichnet 
1950 das Ammoniumcyanat (als Gleichgewichtsprodukt des Harnstoffs) 
als ,,erstes‘‘ kérpereigenes Mitosegift. Die 1941 von uns formulierte An- 
schauung, daB die in vitro als ,,Mitosegifte“ wirkenden Hormone physiolo- 
gisch als ,,Mitoseregulatoren“ fungieren kénnten, hat dadurch eine 
wesentliche Erweiterung erfahren. Das bésartige Wachstum wurde von 
uns als eine Verainderung einer Zelle gedeutet, die sich so auswirkt, dah 
sie sich der Beeinflussung durch regulierende Hemmstoffe entzieht) 1°. 
Es gibt bis heute keine bessere und umfassendere Definition der malignen 


® H. Lettré u. A. Schleich, unveréffentl.4 

10 H, Lettré, diese Z. 278, 201 [1943]. 

11: H. Lettré, R. Lettré u. Ch. Pflanz, Naturwiss. 38, 70, 214 [1951]}. 
12 ¥, Schiitz, Experientia [Basel] 5, 133 [1949]. 

13 H. Lettré, diese Z. 271, 192 [1941]. 
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Zelle als die einer durch Mutation entstandenen Zellart!*, und zwar 
durch eine solche Mutation, daB die an sich vorhandenen kérpereigenen 
Hemmstoffe dieser Zelle gegeniiber wirkungslos sind. 

Wir haben das Adrenalin bzw. das aus ihm entstehende Oxydations- 
produkt nach seinem Verhalten gegen normale und maligne Zellen als 
ein Modell eines kérpereigenen Mitoseregulators bezeichnet. Angesichts 
der Unsicherheit, in welchen Absolutmengen Adrenochrom seine teilungs- 
hemmende Wirkung entfaltet, ist auch heute noch nicht zu beurteilen, 
ob diese Wirkung zu seinen physiologischen Funktionen gehért, obwohl 
Wachstumsanomalien in bestimmten nervésen Versorgungsgebieten 
hierfiir sprechen!’. Es ist aber von Interesse, daB eine gleiche Differenz, 
wie wir sie hinsichtlich der Teilungshemmung finden, in der Beein- 
flussung des Stoffwechsels von normalem und malignem Gewebe be- 
steht. Kisch!® fand, daf ein von ihm als Omega bezeichnetes Oxy- 
dationsprodukt des Adrenalins die Atmung normaler Gewebe steigert 
(so wie sich auch Adrenochrom!’ verhiilt), da aber Tumorgewebe 
hierauf nicht anspricht!*. Kisch!® formuliert in seiner Arbeit diese 
Differenz: ,,Der von den Alten stets in seiner Bedeutung betonte consen- 
sus partium lait den Gedanken nicht ganz von der Hand weisen, dal 
die Torpiditaét eines Gewebes gegen chemische Nachrichten naher und 
ferner Organe, seine, wenn der Vergleich erlaubt ist, chemische Un- 
erziehbarkeit mit seiner’ Fahigkeit zu schrankenlosem Wachstum in 
kausaler Beziehung stehen kénnte.“ 


Zusammenfassung 


Die friiher beobachtete Mitosegiftwirkung des Adrenalins an in 
vitro geziichteten Fibroblasten ist durch seine Umwandlung in das 
wirksame Adrenochrom bedingt. Aus Adrenochrom hervorgehende 
Folgeprodukte wie 3.5.6-Trioxy-l-methyl-indol, 5.6-Dioxy-1-methyl- 
indol und ein indigoides Derivat zeigen keine Wirkung. Am Mause- 
Ascites-Tumor zeigen Adrenalin, Adrenochrom und 3.5.6-Trioxy-1l- me- 
thyl-indol keine teilungshemmende Wirkung. 


144K. H. Bauer, Das Krebsproblem, Springer 1949. 

1 H. Lettré, Ergebn. Enzymforschung 10, 269 [1949] (zum Druck Oktober 
1944); Ergebn. Physiol. biol. Chem. exp. Pharmakol. 46, 379 [1950]. 

16 B. Kisch, Biochem. Z. 220, 84, 92 [1930]; 286, 380 [1931]. 

1” H. Green, Biochemical J.29, 1983 [1935]; 30, 629 [1936]. 

18 B. Kisch, Biochem. Z. 237, 226 [1931]. 
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Die Konstitution der ungesattigten C..- und C,.-Fettsduren 
der Glycerinphosphatide des Gehirns* 


Von 
E. Klenk und W. Bongard 


Aus dem Physiologisch-chemischen Lustitut der Universitit KGIn 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1952) 


Ungesiattigte Cyo- und Cy -Fettsiiuren kommen in den Glycerin- 
phosphatiden des Gehirns in einer Menge von etwa 30% der Gesamt- 
fettsiuren vor!. Sie sind vorwiegend hochungesittigt und unterscheiden 
sich von den entsprechenden Siuren der Glycerinphosphatide vieler 
anderer Organe dadurch, da’ unter ihnen die durch einen besonders 
hohen Ungesiattigtheitsgrad ausgezeichnete Gruppe der Cg -Saéuren vor- 
herrscht. Aus dem offensichtlich sehr komplex zusammengesetzten 
Saiuregemisch sind von dem einen von uns? schon vor lingerer Zeit 3 
verschiedene Siuren isoliert und niiher charakterisiert worden: 1. cine 
n-Kikosensiiure Cy97H3g,0. vom Schmp. 20°; 2. eine n-Kikosatetraensiure 
(Arachidonsiiure) C.9H3.0,, deren Oktabromidmethylester bei 240° unter 
Zersetzung schmilzt; 3. eine n-Dokosapentaenséure, deren Dekabromid- 
methylester beim Erhitzen zwischen 200 und 270° ohne zu schmelzen 
verkohlt und von welcher angenommen wurde, da sie der Clupanodon- 
siure der Fischédle nahe steht oder mit ihr identisch ist. Es sprach aber 
alles dafiir, daB daneben auch noch andere ungesittigte Cy.-Siuren mit 
weniger als 5 Doppelbindungen vorkommen. Eine Monoensiure konnte 
jedoch nicht aufgefunden werden. 

Zur Konstitutionsermittlung verwendeten wir ein vor kurzem 
ausgearbeitetes Verfahren®. Auf die Isolierung einzelner wohldefinierter 
Polyensiiuren wurde vorliufig verzichtet und die Untersuchung auf die 
durch Esterdestillation getrennten Fraktionen der Cyo- und Cyg-Saéiuren 
beschrankt. 

Da nach Farmer und van den Heuvel?* die hochungesittigten 
Fettsiuren der Fischéle bei der iiblichen fraktionierten Vakuumdestilla- 
tion der Ester weitgehende Verinderungen erleiden, haben wir den 
Angaben dieser Autoren entsprechend die Trennung der durch Tief- 
kiihlkristallisation nach Shinowara und Brown® gewonnenen hoch- 
ungesittigten Cy)- und C,-Siiuren durch die sehr viel schonendere 
Molekulardestillation versucht. Trotz oftmaliger Wiederholung der 
Destillation konnte eine nennenswerte Trennung auf diesem Wege nicht 
erzielt werden. 

* Auszug aus der Dissertation von W. Bongard, Kéln 1952. 

1K. Klenk, diese Z. 200, 51 [1931]. 

2 E. Klenk, diese Z. 206, 25 [1932]. 

3 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 

4K. H. Farmer u. F. A. van den Heuvel, J. chem. Soc. [London] 1938, 


427; J. Soc. chem. Ind. 57, 24 T [1938]. 
5 G. Y.Shinowara u. J. B. Brown, J. biol. Chemistry 184, 331 [1940]. 
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Es wurde deshalb wieder auf die alte Methode der fraktionierten 
Destillation unter méglichst niedrigem Druck (10-?mm Hg am Kopf 
der Kolonne) zuriickgegriffen. Um die dabei etwa eintretenden Ver- 
ainderungen festzustellen, haben wir auBer den so gewonnenen beiden 
Fraktionen der Cy9- und Cyg9-Sauren (II und [II) auch das urspriingliche 
durch Molekulardestillation gewonnene Gemisch der Cy,- + Cy9-Saéuren 
(I) in die Untersuchung mit einbezogen und auch von ihm die Zu- 
sammensetzung des bei der Ozonidspaltung auftretenden Siuregemischs 
ermittelt. 

In Tab. 1 ist das Ergebnis zusammengestellt. 


Tab. 1. Zusammensetzung des bei der Ozonidspaltung auftretenden Gemisches der 
Abbausauren in Mol pro Mol Polyensiuren. 





I. Gemisch 
Cyq + Cyo-Sauren 
Mono- Di- Mono- Di- Mono- Di- 


siuren saiuren sdéuren saéuren sauren siuren 


II. Cyo-Sauren IIL. C,.-Saéuren 





Mittelstiicke C, - - — — - 0,03 
C, 2,28 - ‘ — 2.3 
C, - - - 0,04 





Endstiicke 0,30 as = ae 
— | 0.2 -- 0,35 
oom : ; 0,03 
0,31 0,57 — 
— 0,41 
0,14 — 


0,21 I: 0,33 


C; 
Cy 
Cs 
C5 
C, 
Cy 























0,22 


Cy 

* AuBerdem fanden sich beim Abbau der Methylester 0,04 Mol Bernstein- 

siure, 0,05 Mol Glutarsiiure und eine Spur Azelainsaiure. Ihr Vorhandensein erklart 

sich zum mindesten teilweise dadurch, daB den Methylestern noch kleine Mengen 
freier Siuren beigemengt waren. 


Wie Tab. 1 zeigt, stimmen die Abbausiuren des aus dem durch 
Molekulardestillation gewonnenen Gemischs der Cyo- +- Cyg9-Siiuren (I) 
und der isolierten Cy9- bzw. Cy9-Fraktionen (II bzw. IIT) nahezu voll- 
stindig tiberein. Nicht aufgefunden wurde allerdings bei letzteren die bei 
I nachgewiesene C,-Dicarbonsiiure (Azelainsiiure). Dies ist aber ohne 
Zweifel auf das Vorhandensein kleiner Mengen von Olsaure in I zuriick- 
zufiihren. Nennenswerte Veranderungen in der Konstitution der Polyen- 
siuren kénnen demnach wihrend der fraktionierten Destillation der 
Methylester nicht eingetreten sein. Mit Lovern® sind wir der Auffas- 
sung, dai die Angaben von Farmer und van den Heuvel, wonach 
bei der Destillation durch Hitzeeinwirkung Hexaensiiureester unter 
Verlust einer Doppelbindung in Pentaensiureester tibergeht, nicht 
genigend fundiert sind. 


6 J. A.Lovern, Department of scientific and industrial Research, Food 
investigation, special report Nr. 51, London 1942, S. 18. 
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Beim Abbau der Methylester wurde in allen 3 Fallen (I, IL und ITT) 
als praktisch einzige freie Dicarbonsiure Malonsiure (Ausbeute tiber 
50% der Theorie) angetroffen. Man wird daraus den SchluB ziehen 
diirfen, daB die hier vorkommenden Polyensiuren dem Divinylmethan- 
typus angehéren. Polyensiuren anderer Art sind nur bei den C,.-Saéuren 
in geringen Mengen (3—4°%) vorhanden, denn hier fanden sich auBer 
Malonsiure (2,3 Mol) noch kleine Mengen (0,03—0,04 Mol) Oxal- und 
Bernsteinsiure. Diese andersartigen Polyensiiuren sind wohl mit gutem 
Grund als Kunstprodukte anzusprechen, welche bei der Verseifung aus 
den Polyenséuren vom Divinylmethantypus durch Alkaliisomerisierung 
nach dem folgenden Formelschema sich gebildet haben: 


:CH-CH,-CH:CH-CH,-CH: > :CH-CH: CH-CH,-CH,-CH: 


Was die beim Abbau auftretenden Monocarbonsiuren betrifft, so er- 
hielt man aus den C,,-Séuren nur Capron- und Pelargonsidure, aus den 
Cy-Saéuren dagegen Propion-, Capron- und Pelargonsiure, so dab, von 
der endstindigen Methylgruppe aus gerechnet, bei den Cy9-Sauren die 
ersten Doppelbindungen an derselben Stelle sich befinden wie in der 
Linol- und in der Olsaure, bei den C,.-Saiuren dagegen an derselben 
Stelle wie in Linolen-, Linol- und Olsiiure. Hierzu ist allerdings zu be- 
merken, da8 mit Hilfe der angewandten chromatographischen Methode 
die Pelargonsiure sich von etwa vorhandenen hoheren oder niedrigeren 
Homologen nicht mehr scharf trennen lait. Jedoch spricht die Natur 
der gleichzeitig noch auftretenden und einwandfrei identifizierten Dicar- 
bonsduren dafiir, daB hier in der Tat Pelargonsiure vorgelegen hat. 
Nicht in Einklang zu bringen mit dem auf Grund der vorliegenden Er- 
gebnisse anzunehmenden Aufbauprinzip ist die bei den C,.-Sauren als ~ 
Endstiick in sehr kleinen Mengen entstandene Glutarsiiure. Es kann 
aber kaum ein Zweifel bestehen, da sie aus Cy9-Saéuren stammt, welche 
der Cy9-Fraktion noch spurenweise beigemengt waren. 

Den obigen analytischen Befunden entsprechend, koénnen 4 ver- 
schiedene Cg,- und 6 verschiedene C,-Siuren vorliegen. Es handelt sich 
dabei um folgende ungesittigte Sauren: 


Die Cyo-Sauren 


a) Pelargonséure (Cy) + C,,-Dicarbonsaure = All-Monoensaure 
b) Capronsaure (C,) +- Malonsaure (C,) + C,,- 
Dicarbonsaure = Ajil.14-Diensiure 


c) Pelargonsaiure + 2 Malonsaure + Glutar- 
ii = A5.8.11-Triensiure 


ure (Cs) 
d) Capronsiure -+ 3 Malonsaure + Glutarsiure = A5.8.11.14-Tetraensiure 
Die C,.-Sauren 
e) Pelargonsaéure + 2 Malonsaure -++ Pimelin- 
siure (C,) 


f) Pelargonsaure + 3 Malonsaure + Bernstein- 
saure (C = Aji.7.10.13.Tetraensaure 


) 
g) Capronsiure + 3 Malonsaure + Pimelin- 
saure 


- A7.10.13.Trienséure 


= A7.10.13.16-Tetraensaure 
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h) Capronséure + 4 Malonséure + Bernstein- 

saure = Aj4.7.10.15.16-Pentaensdiure 
i) Propionsaure ((,) +- 4 Malonsaiure -+ Pimelin- 

saure — 7.10.13.16.19. Pentaensaure 
k) Propionsiure + 5 Malonsiure + Bernstein- 

sdure : At.7.10.13.16.19-Hexaensadure 


Moglicherweise fehlt die eine oder andere der aufgefiihrten Sauren. 
Sicher vorhanden ist unter den C,,-Siuren die schon friiher isolierte 
Monoensiure vom Schmp. 20° und die Tetraensaure, welche in derselben 
Arbeit als Oktabromid naher charakterisiert wurde. Die eine ist nach 
den vorliegenden Befunden A1-Eikosensiiure, die andere dagegen die 
unter dem Namen Arachidonsiiure wohlbekannte A®*-*-1-14-Kikosa- 
tetraensiiure’, Auch die spektrophotometrische Analyse weist auf das 
Vorkommen einer Tetraenséiure hin. Nach der Zusammensetzung des 
Gemischs der Abbausiuren miissen in dieser Siurefraktion die einzelnen 
Komponenten in folgendem Verhialtnis vorhanden sein: a -+- b = 22%; 
a +e = 33%; b +d = 57%; ¢e +d = 68%. Daraus ergibt sich, daB 
auBer der Monoen- und der Tetraensiure auch die Triensiéure im Ge- 
misch vorkommt, und zwar in einer Menge von mindestens 11%. 

Von den Cg9-Saéiuren ist bis jetzt noch keine einzige in auch nur 
einigermaBen reiner Form isoliert worden. Auf Grund der spektro- 
photometrischen Analyse kann das Vorhandensein der Hexaensiure 
als gesichert gelten. Dem friiher aus dieser Fraktion gewonnenen ather- 
unléslichen Bromkoérper, dessen Bromgehalt ungefihr einem Deka- 
bromid entsprach, liegt demnach keine einheitliche Pentaensiure 
(Clupanodonsiaure) zugrunde. Es spricht alles dafiir, daB es sich dort 
um ein sehr komplexes Gemisch der Bromkérper von Hexaen-, Pentaen-, 
Tetraen- und wohl auch Triensiure gehandelt hat. 


Darstellung des Ausgangsmaterials 


Glycerinphosphatide mit 10-facher Menge’ 4-proz. methanolischer Salzsaure 
gespalten, Gemisch von Fettsiureester und Dimethylacetalen bei 0,1 mm Hg 
destilliert und mit »/2-methanolischer Natronlauge verseift. Nach Absaugen der 
beim Abkiihlen als schwerlésliche Seifen ausfallenden gesittigten Fettsiuren und 
Abtrennung der Dimethylacetale durch Ausschiitteln mit Petrolither® verdiinnte 
man die alkoholische Lésung mit Wasser und schiittelte die mit Salzsaure in Frei- 
heit gesetzten ungesittigten Fettsiéuren mit Ather-Petrolither aus. Ausbeute aus 
548 g Phosphatiden 37,6 g Dimethylacetale (Rohprodukt) und 179 g ungesattigte 
Fettsiuren. Jodz. 149 (Mittelwert von 5 Ansitzen). 

Zur Gewinnung der hochungesattigten Fettsiuren wurde die Substanz in der 
10—15-fachen Menge Aceton gelést und die schwach ungesittigten Fettsiuren 
durch Ausfrieren bei —20 bis —65° abgetrennt. Um gut abtrennbare Niederschlage 
zu erhalten, lieS man den Hauptteil der Sauren bei —20 bis —35° auskristallisieren, 
engte das Filtrat soweit ein, daB eine etwa 10—15-proz. Lésung entstand und kihlte 
jetzt erst auf 65° ab. Als Kaltebad verwendete man ein zur Halfte mit Aceton 
gefiilltes DewargefaB, in welchem man durch Auflésen von Trockeneis die gewiinsch- 
te Temperatur erzeugte. Mit Hilfe eines Glasfrittenfiltrierstabchens saugte man die 


7 C.L. Arcus u. I. Smedley-MacLean, Biochem. J. 37, 1 [1943]. 
® Einzelheiten s. F. Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. 
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Lésung vom Niederschlag ab. Der Niederschlag wurde mit vorgekiihltem Aceton 
gut ausgewaschen. Aus den Zwischenfraktionen liefen sich durch wiederholtes 
Umbkristallisieren weitere Mengen hochungesittigter Fettsiuren gewinnen. Sie 
wurden mit der Hauptmenge vereinigt und in die Ester iibergefiihrt. Ausb. 48 g. 
Jodzahl 270. Bei einem anderen Ansatz aus 370 g ungesiattigten Fettsiuren 98 g 
Methylester. Jodz. 245. 

Zum Vergleich wurde auch die Trennung mit Hilfe der Lithiumsalz-Aceton- 
Methode von Tsujimoto durchgefiihrt. Aus 44 g¢ Fettsiiuren (Jodz. 132) wurden 
13,5 g hochungesattigte Fettsiuren (Jodz. 241) erhalten. 

Bei beiden Verfahren ist die Trennung keineswegs vollstiindig. Jedoch verdient 
die Ausfriermethode den Vorzug, da die Gefahr der Verainderung der hochunge- 
sittigten Verbindungen geringer ist. Auferdem sind die mit Hilfe der Lithiumsalz- 
Aceton-Methode gewonnenen hochungesittigten Fettsauren noch mit Aceton- 
kondensationsprodukten verunreinigt, was sich deutlich an dem terpenartigen Ge- 
ruch bemerkbar macht. 

Zur Molekulardestillation der Ester wurde die Glasapparatur der Firma 
Leybold-K6ln verwendet. Sie wurde fiir unsere Zwecke in der Weise umgebaut, 
daB man die Luftkiihlung durch eine Wasserkiihlung und die elektrische Innen- 
flichenbeheizung durch eine Fliissigkeitsbeheizung (H6éppler-Thermostaten) 
ersetzte. Durch die letzte MaBnahme wurde auch das Thermoelement iiberfliissig, 
welches durch seine ungiinstige Lage die Bildung cines gut ablaufenden Films auf 
der Heizflache verhindert. Fiir das Gelingen einer einwandfreien Destillation ist es 
wesentlich, daB die Substanz véllig gleichmifig auf die Heizfliche flie8t und daB 
die ZufluBgeschwindigkeit genau regulierbar ist, was durch Einbau eines Stiftventils 
erreicht werden kennte. 


Es wurden insgesamt 7 Destillationen ausgefiihrt, wobei man jeweils Destillat 
und nicht destillierten Antei) gesondert auffing und Zwischenfraktionen mit gleicher 
Jodzahl wieder vereinigte. Aus 48 ¢ Methylester (Jodz. 270) wurden auf diese 

5 tw) * ] 


Weise als héchstungesittigte Fraktion 15,5 g Methylester (I), Jodz. 312, ny 
1.4859, erhalten. Als niedriger siedende (bei 80 bzw. 82°) Fraktionen wurden 8 g 
Ester, Jodz. 258 bzw. 6 g Ester, Jodz. 279 bzw. 6,4 g Ester, Jodz. 298, als héher 
siedende Fraktionen 7 ¢ Ester, Jodz. 158 (bei 130° nicht destilliert) bzw. 4,5 g Ester, 
Jodz. 294 (bei 120° nicht destilliert) abgetrennt. 


Die Hydrierung einer kleinen Probe von I fiihrte zu einer Siure vom Schmp. 
70°, Aquiv.-Gew. 329. Aus viel Aceton umkristallisiert. Schmp. 76°, Aquiv.-Gew. 
338. Es handelt sich demnach um ein Gemisch von Cy 9- und C,,-Saiuren, dem auch 
noch kleine Mengen C,,-Saiuren beigement sein kénnen, 


Zur fraktionierten Vakuumdestillation (2-10-* mm Hg am Kopf der Kolonne) 
des Estergemischs wurde eine mit kleinen Drahtnetzsitteln gefiillte Kolonne 
(Héhe 50cm, @%3,5 em) verwendet. Riickflufs durch aufgesetzten Kiihlfinger. 
Abnahme des Destillats durch eine mit kleinem Trichter endende Kapillare, die 
unterhalb des Kiihlfingers am Kopf der Kolonne eingeschmolzen ist. Destilliert 
wurden die durch Molekulardestillation vorgereinigten Methylester der im 2. An- 
satz gewonnenen hochungesittigten Fettsiuren, welche man mit den aus dem 
1. Ansatz stammenden obigen Fraktionen (auBer Fr. I) vereinigte. Gesamtmenge 
113 g. Jodz. 259. Die Destillation erfolgte in 2 Portionen von je 30 g und 83 g. Es 
wurden bei der ersten Portion 9 Fraktionen (a,—a,) von etwa 3 g, bei der zweiten 
Portion 12 Fraktionen (b,;—b,.) von etwa 6 g abgenommen. Der Abflu8 war so 
reguliert, daB in 1 Stde. je 3g Destillat anfielen. Zur Gewinnung der reinen Cgo- 
Fraktionen wurden die Fraktionen a,—a, und b,—b,, welche bereits vorwiegend 
aus Cy -Siuren bestanden, noch einmal mit dem in Tab. 2 dargestellten Ergeb- 
nis fraktioniert destilliert. 

Wie die Tab. 2 zeigt, haben in Fr. c,(1J) praktisch reine Cy9-Saiuren vorgelegen, 
nj, = 1,4756. 


D 
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Tab, 2. Fraktionierte Destillation der vereinigten Fr. a,—a,; und b,—bg. 





Hydrierte Sauren 
Stoo. aus Aceton umkrist. 
Menge Aquiv - 


= Jodz. Schmp. Gew. Schmp. — 
8 Gew. 


Methylester 


Schmp. 
Aquiv.- 
Gew. 





3,40 223 69° 303,3 72° 307,8 
3,56 234 72° 307,5 74° 310,3 
3,69 240 73° 309,3 74° 310,5 
3,82 248 74,5° 311,7 74,5° 311,8 
3,92 246 72,5° 314,0 74° 315,2 
3,70 248 wae 316,8 73° 317,9 
1,84 256 70° |_=—318,5 69,5° 322,2 




















Praktisch reine C,.-Sauren lagen bereits in den Fr. az, ag und ag (Jodz. 318,5; 
321,5 und 320,5) vor. Hydrierte Sauren. Schmp. 77°, 78° und 78,5°. Aquiv.-Gew. 
341,3; 340,9; 342,2. Aus Aceton umkristallisiert, Schmp. 78°, 78° und 78,5°. Aquiv.- 
Gew. 339,1; 340,8 und 341,9. Zur weiteren Untersuchung kam die Fr. a, (III), 
nj, = 1.4873. Die Mischprobe der hydrierten Saure ag mit n-Dokosansiure gab 
keine Depression. Dagegen schmolz eine Mischprobe mit der hydrierten Saure c,(1I) 
bei 69,5°, zeigt also deutliche Depression. 


Die Ozonidspaltung und die chromatographische Analyse des Ge- 
mijschs der Abbausaéuren 
Das Gemisch der Cyo- + C,,-Sauren. 0,794 g Ester I (Mol.-Gew. 334*) 
nach Klenk und Bongard?® ozonisiert, Lésung kurz aufgekocht, Lésungsmittel 
im Vakuum vorsichtig abgedampft, Riickstand in 1% Butanol-Chloroform gelést 
und auf 25 ccm aufgefiillt. Je 1 ccm (entspr. 31,76 mg Ester) davon mit Saiule A, B 
und D chromatographiert (Abb. 1—3). 





Pelargonsaure 
+Azelainsaure- 
| \ monomethylester 


Capronsaure _| 
+Pimelinsdure -mono- 














10 20 Fraktion 
Abb. 1. Siule A. 1% (8—8)**: 3,832—6-0,03 = 3,14 ccm n/100-KOH, gef. 0,33 Mol 
Pelargonsiure + Azelainséure-monoester. — 1°, (9—24): 6,55—15-0,03 = 6,10 
cem n/100-KOH, gef. 0,64 Mol Capronsiure ++ Pimelinsiure-monoester. 


* Ber. aus Jodzahl (entspr. 4,0 Doppelbindungen) und dem Aquiv.-Gew. der 
hydrierten Sauren. 

** Butanolgehalt des Chloroforms. Die in Klammern gesetzten Zahlen geben 
ci¢é Nummern der Fraktionen an. 
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Abb. 2. Saule B. 1% (8—10): nicht titrierter Vorlaut. — 1°, (17—26): 1,66— 

10-0,02 = 1,46 cem n/100-KOH, gef. 0,154 Mol. Glutarsiure-monoester. — 10% 

(42—54): 5,86—13-0,04 = 4,84 ccm »/100-IKOH, gef. 0,51 Mol Propionsiure + 

Bernsteinsiure-monoester. — 30% (68): Spur Azelainsiiure. — 30% (ab 76): 
nicht titrierte Essigsiure. 





+—_——+ Bernstein- 
Glutarsaure ld 
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Abb. 3. Saule D. 1% (8—20): nicht titrierter Vorlauf. — 5°% (29—34): 1,26-—6-0,06 
- 0,90 com n/100-KOH, gef. 0,047 Mol Glutarsiure. — 10% (46—53): 1,48— 
8-0,08 = 0,84 cem n/100-KOH, gef. 0,044 Mol Bernsteinséiure. — 10% (54—79): 
35,72—26-0,08 = 33,64 cem n/100-KOH, gef. 1,77 Mol Malonsaure. 





AuBerdem wurden 1,95 g der aus dem Estergemisch I durch Verseifung mit 
etwa n/2-alkohol. Natronlauge gewonnenen freien Saéuren* (aus Lésung nach dem 
Ansauern mit Petrolather ausgeschiittelt) in der iiblichen Weise gespalten, Riick- 
stand in 1% Butanol-Chloroform gelést und auf 100 ccm aufgefiillt. Je 1 cem davon 
(entspr. 19,5 mg Fettsiuren) mit Saulen A, B und D chromatographiert (Abb. 4—#). 


* Mol.-Gew. 320. 








Bd. 291 (1952) Cyo- und C,5-Fettsiuren der Glycerinphosphatide 








40 
ccm 
nf10) | 
Mt : Pelargonsaure 
| 
ba ~Caprgonsaure | | 
| ‘i 
10 Fraktion 20 
Abb. 4. Siule A. 1% (3—6): 1,40—4-0,02 = 1,32 ccm n/100-KOH, gef. 0,217 Mol 
Pelargonsaure — 1% (9—18) : 2,226—10-0,03 = 1,926 ccm n/100-KOH, gef. 0,317 Mol 
Capronsiure — 30% (ab 19): keine Saure eluiert. 
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Abb. 5. ' Saule B. 1% (8—8): nicht titrierter Vorlauf. — 1% (19—25): 0,73— 

7-0,03 = 0,52 com n/100-KOH, gef. 0,043 Mol C,,-Dis. — 10% (48—52): 2,24— 

10-0,04 = 1,84 ccm n/100-KOH, gef. 0,301 Mol Propionsaure. — 30% (69—77) : 2,20— 
[9-0,06 = 1,66 cem n/100-KOH, gef. 0,136 Mol Azelainsaure. 





| Malonséure | 
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Abb. 6. Séule D. 1° (2—20): nicht titrierter Vorlauf mit 2 Maxima. — 5% 
(36—48) : 3,10—13-0,04 = 2,58 ccm n/100-KOH, gef. 0,212 Mol Glutarsaure. — 10° 
(60—1/, 68): 3,34—9-0,06 = 2,80 ccm n/100-KOH, gef. 0,23 Mol Bernsteinsiure. — 
10% ('/, 68—92) : 29,13—24-0,06 = 27,69 cem n/100-KOH, gef. 2,28 Mol Malon- 


saure. 


- = Ft me oF 
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Zur Chromatographie mit Séiule C wurden — um die Essigsiure méglichst 
weitgehend zu entfernen — 10 ccm der Lésung zur Trockne gebracht, der Riick- 
stand im Vakuum im siedenden Wasserbad etwa 1 Stde. erhitzt, wieder in 1% 
Butanol-Chloroform gelést, auf 10 ccm aufgefiillt und 1 ccm (entspr. 19,5 mg 
Saure) davon auf die Saiule gebracht (Abb. 7). 
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Abb. 7. Séule C. 1% (3—9): nicht titrierter Vorlauf. — 5% (16—24): 2,21— 

9-0,06 = 1,67 ccm n/100-KOH, gef. 0,137 Mol Azelainsiure. — 10% (31—44): noch 

etwas Essigsiure. — 20% (52—65): 4,87—14-0,05 = 4,17 cem n/100-KOH, gef. 
0,342 Mol Pimelinsaure. 


Zur praparativen Isolierung der Dicarbonsiuren chromatographierte man die 
Gesamtmenge der noch vorhandenen Lisung mit einer gréBeren Saule D (Quer- 
schnitt des Rohres, Fiillung und durchlaufende Fraktionn 20-fach vergréBert). 
Bei der Titration von je 5 ccm jeder Fraktion ergab sich keine so eindeutige Ti- 
trationskurve wie im Fall der kleineren Siule. Jedoch konnte aus den Fraktionen 
mit 5% Butanol-Chloroform durch Abdampfen des Lésungsmittels und Nach- 
waschen des Riickstands mit Chloroform Bernsteinsiure vom Schmp. 180—181° 
(reine Séure, Schmp. 185°) und aus den Fraktionen mit 10% Butanol-Chloroform 
reine Malonsiure vom Schmp. 132° erhalten werden. Aus den Fraktionen mit 
1% Butanol-Chloroform wurde durch nochmalige Chromatographie mit einer 
kleineren Siule D reine Glutarsiure vom Schmp. 95—96° und mit der Saule C 
Pimelinsiure vom Schmp. 101—102° (reine Siure, Schmp. 104°; Mischprobe zeigte 
keine Depression) gewonnen. 

Die C,)-Sauren. Abbausiuren von 0,402 g Ester II* in 1% Butanol-Chloro- 
form aufgenommen und auf 50 ccm aufgefiillt. Je 1 com (entspr. 8,04 mg Ester) 
davon mit Saéulen A und D, 2 ccm‘ (entspr. 16,08 g Ester) davon mit Saule B 
chromatographiert (Abb. 8—10). 


com r 
n/100; Pelargonsaure } 
KOH 


Copronsdure 





Abb.'8. Saule A. 1% (2—9): 1,60—8-0,02 = 
1,44 cem n/100-KOH, gef. 0,57 Mol Pelargonsaure 

Cyr a é “ : - 
saure-mono- - + C,,-Dicarbonsiure. — 1% (13—21): 1,75— 
—., | 9-0,02 = 1,57 cem n/100-KOH, gef. 0,63 Mol 
| Capronsiure. — 10°, und 30% nichts eluiert. 
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* Mol.-Gew. 320. 
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Abb. 9. Séule B. 1% (2—7): nicht titrierter Vorlauf. — 1% (23—30) 


8-0,05 = 3,73 cem n/100-KOH, gef. 0,74 Mol Glutarsiure-monoester, 10°, : 


eluiert. — 30° (ab 61): nicht titrierte Essigsiure. 
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: 4,13— 
nichts 


Abb. 10. Saule D. 1% (2—5, 8—27): nicht titrierter Vorlauf. — 3% und I A 
nichts eluiert. — 10° (62—79): 7,96—18-0,06 = 6,88 com n/100-KOH, gef. 1,38 


Mol Malonsiure. — 20°: nichts eluiert. 





ccm c 
n/100\. Pelargonsaure 
KOH 








ie 


Abb. 11. Saule A. 1% (83—6): 1,87—4-0,03 = 
1,75 cem n/100 KOH, gef. 0,33 Mol Pelargon- | Copronséure 
siure. — 1° (9—23): 3,12—15-0,03 = 2.67 ea yh 
cem n/100-KOH, gef. 0,51 Mol Capronsiure. ' | 
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Verseifung der Spaltprodukte aus 25 ccm der Lésung und Extraktion der mit 
Phosphorsaiure in Freiheit gesetzten Siuren im Lindschen Apparat fiihrte zu 
einem Sauregemisch von folgender Zusammensetzung: 0,34 Mol Pelargonsiure, 
0,58 Mol Capronsiure, 0,22 Mol C,,-Dicarbonsiure, 0,35 Mol Glutarsiure und 
0,88 Mol Malonséure. Demnach waren bei dieser Methode der Aufarbeitung be- 
trachtliche Verluste der wasserléslichen Dicarbonsaiuren (Malonsaure und Glutar- 
sdure) — Es wurde deshalb auch hier wieder wie bei dem Gemisch der 
Cyo- + Cgo-Siuren vorgegangen und die aus 0,420 ¢ Ester II gewonnenen freien 
Polyensiiuren ozonisiert. Abbausaéuren in 1% Butanol-C hloroferm aufgenommen 
und auf 50 ccm aufgefiillt. Je 2 ccm (entspr. 16,8 mg Ester) mit Saule A und B, 
und 1 cem (entspr. 8,4 mg Ester) mit Saéule D pinnitieiicaitie (Abb. 11—13). 
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Abb. 12. Saule B. 1% (2—5): nicht titrierter Vorlauf. — 1% (25—34): [2,44— 
10-0,03 == 2,14 cem n/100-KOH, gef. 0,20 Mol C,,-Dicarbonsiure. — 10%: nichts 
eluiert. — 30% (ab 61): nicht titrierte Essigsaure. 
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Abb. 13. Saiule D. 1% (2—4 und 5—16): Nicht titrierter Vorlauf. — 3%: nichts 

eluiert. — 5% (36—49): 4,19—14-0,07 = 3,21 com n/100-KOH, gef. 0,62 Mol 

Glutarsiure. — 10% (62—77): 7.95—16-0,10 = 6,35 cem n/100-KOH, gef. 1,21 Mol 
Malonsaure. — 20%: nichts eluiert. 


Versuch zur Trennung der Ester in stirker und schwiacher gesittigte Anteile: 
2,4 g Ester II in etwa 10 ccm Aceton gelést, auf —60° abgekihlt, nach 4 Stdn. 
Niederschlag abgetrennt: 0,40 g Jodz. 211. Aus Aceton zuriickgewonnener Anteil: 
1,96 g. Jodz. 259. Nach diesem Ergebnis kann in dem Gemisch nicht sehr viel 
n-Fikosensiureester vorhanden sein. Die Menge ist jedenfalls wesentlich geringer 
als 22%, so daB daraus auch auf das Vorhandensein der Diensiure geschlossen 
werden mu. 

Die C,,-Sauren. 0,552 g Ester III (Mol.-Gew. 346) ozonisiert, Abbausaéuren 
in 1% Butanol-Chloroform gelést und auf 25 ccm aufgefiillt. Je 1 ccm (entspr. 
22, 08° mg Ester) davon mit Saiulen A, B und D chromatographiert (Abb. 14—16). 
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Abb. 14. Séule A. 1% (3—5): 0,998—3-0,015 = 0,953 com n/100-KOH, gef. 
0,148 Mol Pelargonsiure. — 1% (17—41): 5,77—25-0,015 = 5,395 ccm n/100-KOH, 
gef. 0,84 Mol Capronsiure -+ Pimelinsiure-monoester. — 10% u. 30%: nichts 
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Abb. 15. Saiule B. 1% (3—13): Vorlauf. — 1% (18—23): Spur Glutarsaure- 

monoester. — 10% (41—59): 6490-008 — = 5,44 com n/100- KOH, gef. 0,84 Mol 

Propionsaure -+ Bernsteinsaure- monoester. — 30% (ab 72): nicht titrierte Essig- 
saure. 
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Abb. 16. Saéule D. 1% (3—30): nicht titrierter Vorlauf. — 3% u. 5%: nichts 
eluiert. 10% (64—73): 2,14—10.0,15 = 0,64 com n/100 KOH, gef. 0,048 Mol 
Bernsteinsiure. — 10% (74—122): 40,45—49.0,15 = 33,1 com n/100-KOH, 
gef. 2,58 Mol Malonsaure. — 20% (131—136) : 1,833 —6-0,15 = 0,43 ccm n/100- KOH 
get. 0,033 Mol Oxalsiure. 
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Abb. 17. Saule A. 1% (4—8): 1,95—5-0,03 = 

1,80 cem n/100-KOH, gef. 0,148 Mol Pelargon- 

siure. — 1°/, (14—26): 4,56—13-0,03 = 4,17 cem 

n/100-KOH, gef. 0,344 Mol Capronsiure. — 30% : 
nichts eluiert. 
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Saule B. 1% (3—9): nicht titrierter Vorlauf. — 10% (839—50) :%5,75— 





Abb. 18. 
12-0,04 = 5,27 com n/100-KOH, gef. 0,43 Mol Propionsiure. — 30% (ab 80): nicht 
titrierte Essigsaure. 
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Abb. 19. Saule D. 1% (2—23): nicht titrierter Vorlauf (hauptsachlich Essigsaure). 

— 3%: nichts eluiert. — 5% (45—51): 1,62—7-0,13 = 0,71 cem n/100-KOH 

gef. 0,029 Mol Glutarsaéure. — 10% (61—*/, 71): 9,91—11-0,13 = 8,48 ccm n/100- 

KOH, gef. 0,35Mol Bernsteinsiure. — 10% ('/, 71—104): 58,65—33-0,13 = 
54,36 com n/100-KOH, gef. 2,25 Mol Malonsaure. 
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0,502 g der aus Ester III durch Verseifung gewonnenen freien Polyensiuren 
(Mol.-Gew. 332) ozonisiert, Abbausiuren in 1% Butanol-Chloroform gelést und 
auf 25 ccm aufgefiillt. Je 2 ccm (entspr. 40,16 mg Saure) davon mit Saulen A, B 
und D chromatographiert (Abb. 17—19). 

Zur Chromatographie mit Saéule C wurde wie oben bei dem Gemisch der 
Cyo- + Cyo-Séuren die Essigsiure méglichst vollstiéndig entfernt. Riickstand in 
1°,, Butanol-Chloroform aufgenommen und wieder auf das urspriingliche Volumen 
gebracht. 1 ccm (entspr. 20,08 mg Siure) davon chromatographiert (Abb. 20). 
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Abb. 20. Saule C. 1% (2—10): nicht titrierter Vorlauf. — 10% (16—35): nicht 
titrierte Essigsiure. — 20% (43—64): 6,15—22-0,06 = 4,83 cm n/100 KOH, gef. 
0,41 Mol Pimelinsaure. 
Die spektrophotometrische Analyse 

30,2 mg Ester I, 23,4.mg Ester II und 23,5 mg Ester III nach Holman 
und Burr® mit KOH-Glykol bei 180° isomerisiert. Lésung im 100-cem-MeBkolben 
mit Methanol aufgefiillt, nach Stehenlassen itiber Nacht im Eisschrank filtriert. 
Infolge auBerer Umstiinde konnte die Messung erst 50 Stdn. nach der Isomeri- 
sierung vorgenommen werden. Zur Messung Lésung nochmals 1:10 verdiinnt. 
Vergleichslésung: 5 cem KOH-Glykol mit Methanol auf 100 ccm aufgefiillt und 
ebenfall 1:10 verdiinnt. 

Zum Vergleich wurde auch die Absorption der nicht isomerisierten Ester ge- 
messen. Zu diesem Zweck léste man 81,6 mg Ester I, 58,9 mg Ester II und 59,1 mg 
Ester III in Methanol und fiillte mit Methanol auf 100 ccm auf, Vergleichslésung: 
reines Methanol. 

Die Absorptionsmaxima lagen bei allen 3 Substanzen iibereinstimmend bei 
235, 271, 301, 352 und 377 mu. In der Literatur sind folgende Werte angegeben: 
Dien 235 my, Trien 268—270 my, Tetraen 300—301 my, Pentaen 345—347,5 my, 
Hexaen 372—375 mu. 





Tab. 3. Extinktionswerte. 





235 mu 271 mu 301 mu 352 mu 377 mu 
D- D- D- ° 


D- ;. 1°%o 1°/o 1 ° D- 1°%/o 
Wert E 1cm|Wert Wert E 1cm| Wert E 1em| Wert E lcm 





i? oem, ee 5] 54 1,3 | 91,5 | 0,5 
icome- Ir | 4,5 68 0,9 0,2 | 99,5 | 0,04 
rn 3° 11,5 235 0,4 | 97,5 | 02 
2 
Fi 





isome- I 
risierte IT 


2,8 393 194 | 45 115 
6 308 9 | 96,5 6 
Sauren IIT] 6 6 377 217 | 48,5 | 134 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


® R.T. Holman u. G.O. Burr, Arch. Bioch. ‘19, 474 [1948]. 
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Zusammenfassung 


, Aus den Glycerinphosphatiden des Gehirns wurden durch Tief- 
kihlkristallisation und Molekulardestillation der Ester die hochunge- 
sattigten Fettsiuren dargestellt und durch anschlieBende fraktionierte 
Esterdestillation im Vakuum die C,,- und ©,,-Séuren voneinander ge- 
trennt. 

‘Zur Konstitutionsaufklirung der Fettsiuren kam ein neu aus- 
gearbeitetes Verfahren der oxydativen Ozonidspaltung und der chro- 
matographischen Analyse des dabei auftretenden Gemischs der Abbau- 
siuren zur Anwendung. 

Unter den Abbauprodukten der Ester wurde bei allen Fraktionen 
als praktisch einzige freie Dicarbonsiiure Malonsiure in einer Ausbeute 
von iiber 50% d. Th. erhalten, woraus hervorgeht, daB so gut wie aus- 
schlieBlich Polyensiuren vom Divinylmethantypus- vorliegen. Nur bei 
den Cy-Saéuren wurde das Vorhandensein von Polyenséuren anderer Art 
in sehr kleinen Mengen beobachtet, welche jedoch wiihrend der Isolierung 
durch Isomerisierung entstanden sein diirften. 

Als Endstiicke wurden nachgewiesen: bei den C,)-Saéuren Capron- 
siure (0,57 Mol) und Pelargonsiure (0,33 Mol) sowie Glutarsiure 
(0,68 Mol) und C,;-Dicarbonsiiure (0,22 Mol); bei den C..-Saiuren Propion- 
siure (0,43 Mol), Capronsiure (0,34 Mol) und Pelargonséure (0,14 Mol) 
sowie Bernsteinsdiure (0,35 Mol) und Pimelinsaure (0,41 Mol). 

Nach dem vorliegenden Ergebnis k6nnen im Gemisch 4 verschiedene 
Cyo- und 6 verschiedene Cy-Siiuren vorkommen. Die Konstitution dieser 
Sauren wird angegeben. Es wire méglich, daB die eine oder andere von 
ihnen ganz fehlt. 

Die Befunde werden durch eine spektrophotometrische Analyse der 
isomerisierten Sauren erginzt. Es konnte auf diese Weise das Vor- 
handensein einer (C,,-Tetraensiiure und einer C,.-Hexaensaure be- 
statigt werden. 
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Zur Physiologie des '4C-radioaktiven Mescalins im Tierversuch 
II. Mitteilung * 
Mesealineinbau in Leberprotein 
Von 
Wolfram Block, Katharina Block und Bernh. Patzig 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung, Abt. Konstitutionsforschung, Marburg (Lahn) 
Leiter: Dr. Bernh. Patzig 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juni 1952) 


Im Verlaufe unserer Untersuchungen mit radioaktivem Mescalin 
konnten wir bei der mescalinisierten Maus zwei Vergiftungsphasen 
feststellen. Diese stehen in zeitlicher Ubereinstimmung mit den hiufig 
beschriebenen Erscheinungen beim Menschen. 

Etwa 10 Min. nach der Mescalininjektion treten bei der Maus 
krampfartige Zuckungen des Hinterleibes auf, die ungefaéhr 1—3 Stdn. 
anhalten. Etwa 2 Stdn. nach der Injektion werden die neurovegetativen 
Erscheinungen allmahlich durch einen von uns als schlafrige Phase be- 
zeichneten Zustand von 4—6 Stdn. Dauer abgelést. 

Beim Menschen wird die neurovegetative Phase 20—30 Min. nach 
der Injektion (intramuskulair) durch Pupillendilatation eingeleitet, der 
kérperliche Sensationen folgen, die in Nausea, Zittern der Extremitiiten 
und anderen Erscheinungen zum Ausdruck kommen. Hieran schlieBt 
sich etwas friiher oder spiter das Stadium der fiir Mescalin charakte- 
ristischen Phinomene mit optischen farbigen Halluzinationen, die in 
einem zwischen Wachen und Tréiumen abwechselnden Zustand wahr- 
genommen werden. Der Hohepunkt wird ungefahr 4 Stdn. nach der 
Injektion erreicht. 8 Stdn. nach der Giftaufnahme ist in den meisten 
Fiillen dieses 2. Stadium abgeklungen. 

Die Zeiten der Vergiftungsphasen, die auch von der Dosis abhingig 
sind, kénnen in einzelnen Fallen, wie besonders aus den Untersuchungen 
von Delay und Gérard! hervorgeht, von den angegebenen Zeiten 
abweichen, wobei die individuelle Bereitschaft (Konstitution) eine Rolle 
spielen diirfte. 

Die Ausscheidung des Giftes erfolgt beim Menschen und, wie wir 
quantitativ bestimmen konnten, auch bei der Maus, hauptsiichlich als 
unveriindertes Mescalin (s. I. Mitt.), waihrend bei anderen in-vivo-Tier- 
versuchen mit Mescalin dieses durch eine ,,Mescalinoxydase“ in der 
Leber zu Trimethoxyphenylessigsiure (TPS) abgebaut wird und in dieser 
Form im Harn erscheint?. 

1 Delay u. H. P. Gérard, L’Encephale 37, 196 [1948]. 

* Bernheim u. Bernheim, J. biol. Chemistry 128, 317 [1938]; Steenholt, 
Acta Physiol. Scand. 14, 356 [1947]; Blaschko, Richter u. SchloBmann, 
Biochem. J. 31, 2187 [1937]; Blaschko, J. Physiol. 103, 45, 13 (Proc.) [1944]; 
fE. Werle u. E. v. Pechmann, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 2, 433 
1948/49]; E. Werle u. E. Roewer, Biochem. Z. 322, 320 [1952]. 

* J. u. II. Mitt.: Diese Z. 290, 160, 230 [1952]. 
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Vergleicht man die Ausscheidungsgeschwindigkeit des Amins bei 
der Maus und beim Menschen, so ergeben sich sehr ahnliche Werte. 

Nachdem wir die Verteilung des Giftes in den einzelnen Organen der 
Maus in Abhangigkeit von der Zeit quantitativ verfolgt hatten 
(s. II. Mitt.), konnten wir feststellen, dai die erreichten Héchstwerte der 
Mescalinanreicherung, die nicht fiir jedes Organ nach derselben Zeit 
eintraten, in guter zeitlicher Ubereinstimmung mit der ersten Ver- 
giftungsphase lagen. In der zweiten Phase wurden nur noch verhiiltnis- 
mibig geringe Mengen im Organismus gefunden. Das Gehirn nahm von 
allen Organen den kleinsten Teil auf, in der zweiten Phase waren nur 
noch Spuren nachweisbar. 

Bei der Aufarbeitung von Lebern, die mit radioaktivem Mescalin 
vergifteten und nach verschiedenen Zeiten getéteten Maiusen enthommen 
wurden, konnten wir tiberraschenderweise feststellen, daB die Aktivitit 
zu einem Prozentsatz in dem Eiweif der Leber erscheint, der ahnliche 
Werte aufweist, wie sie Borsook und Mitarbeiter bei in-vivo-Tier- 
versuchen mit Meerschweinchen und der radioaktiven Aminosiure 
Lysin fanden®, 

: Ergebnisse 
Wie Abb. 1. zeigt, erscheinen kurz nach der Injektion 17°%, des 
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Abb. 1. —— Gesamtaktivitit in der Leber in %, - - - - Gesamtaktivitait im Leber- 
EiweiB in % (1:100) bei der Maus nach Injektion von 2 mg radioaktivem Mescalin. 
(11,97 uC.) 

3 H. Borsook, C.L. Deasy, A. J. Haagen-Smit, G. Keighley u. P. H. 

Lowy, J. biol. Chemistry 176, 1383, 1395 [1948]. 
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Mescalins in der Leber, die Aktivitat fallt jedoch sehr rasch wieder ab. 
Die gestrichelte Kurve gibt im MaBstab 1:100 die Aktivitaét des Leber- 
eiweiBes wieder. Man erkennt: 

1. Die Aktivitat des Leberproteins lauft nicht parallel zur Gesamt- 
aktivitit der Leber, sondern vollig anders. Damit ist zugleich 
bewiesen, daB die im experimentellen Teil beschriebene Aus- 
waschungstechnik des Leberproteins richtig ist, da Adsorptions- 
effekte ein Parallellaufen der Kurven zur Folge haben miiften. 

. Etwa von der 4. bis zur 8. Stde. nach der Injektion verbleibt die 
Aktivitaét des Proteins auf gleicher Hohe. 
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Abb. 2a. LebereiweiShydrolysat (alkalisch) 48h bei 120°C, Papierchromatographie. 


Um festzustellen, in welcher Form die gemessenen Aktivitaten in 
der Leber vorliegen, wurde das EiweifB nach der Hydroyse mit Mescalin- 
triigerzusatz papierchromatographisch und papierelektrophoretisch aus- 
gewertet (Abb. 2a und 3a). Da nach Vergleichsmessungen 60—80°%, der 
Strahlung vom Papier absorbiert wird, konnte die Impulszahl erst nach 
Elution aus dem in Streifen geschnittenen Papier bestimmt werden. 
Der gré8Bte Teil der Aktivitiét fand sich an der Stelle wieder, an der das 
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Ab. 2b. Radioaktives Mescalinsulfat (alkalisch) 48 h bei 120° C, Papierchromato- 
graphie. 
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Abb. 3a. LebereiweiBhydrolysat (alkalisch) 48h bei 120°C, Elektrophorese. 
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gewanderte Tragermescalin durch Ninhydrin sichtbar gemacht werden 
konnte. Durch erneuten Tragerzusatz zum Eluat des Mescalinfleckens 
wurde das Pikrat hergestellt und radioaktiv gefunden. 

Um Artefakte bei der zweitigigen alkalischen Hydrolyse mit 
Bariumhydroxyd bei 120°C auszuschlieBen, wurde reines isotopes 
Mescalin derselben Behandlung unterzogen und ausgewertet. Das 
Resultat zeigen die Abb. 2b und 3b. Man erkennt einen geringfigigen 
Abbau des Mescalins. 

Bei den entsprechenden EiweiSaufarbeitungen aus Schilddriise, 
Milz und Blut wurden keine mefbaren Aktivitaéten gefunden. 








& 
a 








8 








™ 
@ 








ess 





8 





| 
5 
8 
| 


8 
4 
Q 























2 +2—J0—+ -2 
cm 
Abb. 3b. Radioaktives Mescalinsulfat (alkalisch) 48 h bei 120° C, Elektrophorese. 


Diskussion 
Sitio 
Die vorliegenden Ergebnisse erscheinen uns insofern bemerkenswert, 
als unseres Wissens noch keine vergleichbaren Versuche iiber den fermen- 
tativen Einbau von kérperfremden Giftstoffen in ein Protein vorliegen. 

Wie wir schon in der IT. Mitt. andeuteten, scheint es nicht ausge- 
schlossen, da die zwei Vergiftungsphasen auch zwei verschiedenen 
Stoffen entsprechen, wobei wir die erste (neurovegetative) Phase mit der 
direkten Mescalinwirkung in Verbindung bringen méchten, wiahrend die 
zweite Phase vielleicht auf das kérperfremde Protein zuriickzufiihren ist. 
In der medizinischen Literatur finden sich viele Arbeiten, die auf die 
engen Beziehungen zwischen Leber und Gehirn hinweisen. 

Wir méchten dabei offen lassen, wie schon friiher besprochen, ob die 
zeitliche Verschiebung der Halluzinationen nicht auch auf einen ver- 
zogerten Mescalineintritt in bestimmte Hirnteile oder auf langsam ab- 
laufende Diffusionsvorginge in der Zelle selbst zuriickzufiihren ist. Die 
Beantwortung dieser Frage zugunsten einer der beiden Méglichkeiten 
kann nach dem heute vorliegenden Versuchsmaterial noch nicht gegeben 
werden. 
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Abb. 4 spricht in iibersichtlicher Weise fiir die EiweiSeinbau- 
hypothese auf Grund. der zeitlichen Ubereinstimmung mit den nach 
auBen sichtbaren Vergiftungserscheinungen. 

In der 4.—8.Stde. nach der Injektion sind ungefahr 0,039 der 
injizierten Radioaktivitat in das Protein der Miuseleber eingebaut. Dies 


wiirde beispielsweise einer Menge von 0,6 y an Mescalin entsprechen. 
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Abb. 4. Ordinate: Prozent der gesamten injizierten Aktivitait. Abszisse: Zeit in 
Stunden. Ausgezogene Kurve: Aktivitat aller untersuchten Organe (s. II. Mitt.). 
Gestrichelte Kurve: Aktivitét des Leberproteins (1:100). 1. Phase = neurovege- 
tative Phase. 2. Phase = halluzinatorische Phase beim Menschen, schlafrige Phase 
bei der Maus. 


Dieser niedrige Wert scheint zunichst im Widerspruch zu unserer 
Arbeitshypothese zu stehen, da die Auslésung der Halluzinationen durch 
das kérperfremde Mescalin-Protein hervorgerufen wird. Vergleicht man 
jedoch hiermit die Mengen an Lysergsiiure-diithylamid (s. II. Mitt.), die 
beim Menschen Halluzinationen hervorrufen, so ergeben sich ahnliche 
Werte. 

20—60 y Lysergsiure-diithylamid und 300—600 mg _ Mescalin- 
sulfat lésen beim Menschen Halluzinationen aus. Wiirden 0,03°, des 
aufgenommenen Mescalins beim Menschen in LebereiweiB eingebaut 
und halluzinatorisch wirksam, so wiirde dies einer Menge von 90—180 y 
entsprechen. 
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Fir das Schizophrenieproblem ergeben sich SchluBfolgerungen, die 
von B. Patzig demniachst an anderer Stelle ausfiihrlich behandelt 
werden. 


Auch zum Krebsproblem bestehen Beziehungen, wenn man ins Auge faBt, 
daB ein groBer Teil der krebserzeugenden Stoffe Amine sind. Wir halten es fiir 
méglich, daB auch die Wirkung cer cancerogenen Amine erst durch die betreffenden 
,Aminproteine* ausgelést werden kénnte. 

Eine ahnliche Hypothese stellten vor einiger Zeit Miller und Miller?* auf, 
die eine Bindung des krebserzeugenden Buttergelbs an Leberproteine in vivo 
feststellen konnten. Siebert, Lang und Wolf? gelang es kiirzlich, die Arbeits- 
schwierigkeiten mit dem strikt wasserunléslichen Buttergelb zu umgehen und die 
Feststellung von Miller und Miller in vitro nachzupriifen. Hierbei zeigte sich, 
daB die Bindung an das Protein bis zur Sattigung mit Buttergelb in wenigen Mi- 
nuten selbst bei Acetontrockenleberpraparaten vor sich geht. Das ,,Buttergelb- 
protein“ diirfte demnach mit grofer Wahrscheinlichkeit einen Fall von besonders 
fester Adsorption des Amins an das Protein darstellen. Unser in Stunden ablaufen- 
der Einbauvorgang, der zum ,,Mescalinprotein* fiihrt, stellt dahingegen einen 
fermentativen Vorgang dar. Die zur Zeit laufenden in-vitro-Versuche, iiber die 
demnichst berichtet werden wird, ergeben Zeit- und Konzentrationsabhangigkeits- 
kurven, wie wir sie auch in vivo fanden. 

Es bleibt die Frage zu kliren, ob bereits die feste Adsorption cancerogener 
Amine an Proteine zur Auslésung des Krebses geniigt, oder ob ein gleichzeitig ab- 
laufender fermentativer Einbau in unserem Sinne hierfiir verantwortlich zu machen 
ist. 


Beschreibung der Versuche 


8—10 Wochen alten, 25 g schweren mannlichen weiBen Maiusen wurde zu jedem 
Versuch 2 mg = 11,97 wC radioaktives Mescalin injiziert. Fiir jeden Versuch 
wurden 3—4 Tiere verwendet und die Mittelwerte berechnet. 


Leberaufarbeitung 


Nach Entnahme der Leber aus dem mescalinisierten Tier und kurzem Ab- 
spiilen gibt man die Leber in fliissige Luft. Nach dem Durchfrieren und Wieder- 
auftauen wird mit derselben Gewichtsmenge Wasser versetzt und 5 Min. bei 0° C im 
Potter-Elvehjem-Homogenisator zerrieben und danach bei 15000 U/Min. 20 Min. 
zentrifugiert. (Vor dem Auftauen der Leber wird ein Stiickchen von etwa.40 mg 
zu vergleichenden Aktivititsmessungen zuriickbehalten.) Die iiberstehende opales- 
zierende EiweiBlésung wird mit der Halfte ihres Volumens mit 20-proz. Trichlor- 
essigsdure gefallt und 12 Stdn. bei 0° C belassen. Am nachsten Tag zentrifugiert 
man das EiweiB ab und wascht auf der Zentrifuge achtmal mit 10 ccm 7-proz. 
Trichloressigsiure, zweimal mit dest. Wasser, einmal mit Alkohol und einmal mit 
Ather. Man kann auch nach dem achtmaligen Auswaschen mit Trichloressigsiure 
drei- bis viermal mit Aceton nachwaschen. Die EiweiBausbeute erhdht sich hier- 
durch etwas, der Auswaschungseffekt scheint jedoch geringer zu sein. 


Nach dem Trocknen und Pulverisieren werden 10 mg EiweiBpulver auf einem 
mit einer geeigneten Vertiefung versehenen Aluminiumplattchen méglichst gleich- 
mabig verteilt und die Aktivitat bestimmt. Die Messung wird mit der Aktivitiat des 
getrockneten und pulverisierten Gesamtleberstiickchens unter den gleichen Be- 
dingungen verglichen. 


4 E.C. Miller, u. J. A. Miller, Cancer Res. 7, 468 [1947]; E.C. Miller, 
J. A. Miller, R. W. Sapp u. G. M. Weber, Cancer Res. 9, 336 [1949]. 
5 G. Siebert, K. Lang u. H. Wolf, Biochem. Z. 322, 446 [1952]. 
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Als Blindversuch wurden Mauselebern nicht mescalinisierter Tiere vor dem 
Homogenisieren mit 0,5 mg (2,98 uC) Mescalinsulfat versetzt, und daraufhin wurde 
aufarbeitungsmaBig genau so verfahren. Die hieraus gewonnenen EiweiSpulver 
waren nicht oder nur sehr schwach radioaktiv. 


Hydrolyse 


50 mg des gewonnenen TrockeneiweiBpulvers werden mit 0,5 ccm 1-proz. 
Mescalinsulfatlésung und 2,5 ccm 0,25-n. Bariumhydroxyd versetzt und 48 Stdn. 
bei 120° C in einem abgeschmolzenen Réhrchen hydrolysiert. Nach dem Abzentri- 
fugieren hinterbleiben ca. 12mg ungeléstes KiweiB. Das Hydrolysat wird mit 
n/10-Schwefelséure neutralisiert, vom ausgefallenen Bariumsulfat abgetrennt und 
iiber Kaliumhydroxyd im Vakuum eingedunstet. 

Nach dem Wiederauflésen in 0,2 cem Wasser wird die Aktivitat von 0,02 ccm 
bestimmt. Es wurden 4 Impulse/Min. gefunden. 


Papierchromatographie 


2/, des Hydrolysates (0,14 ccm) werden als Strich auf mehrere Bogen What- 
mann-Nr.-1-Papier aufgetragen (30 x 30cm), und eindimensional in Butanol- 
Kisessig-Wasser = 4:1:5 aufsteigen gelassen. Nach dem Trocknen werden zunachst 
an einer kleinen Stelle der Bogen die Aminosiuren und das Tragermescalin mit 
Ninhydrin sichtbar gemacht, danach werden die Bogen in etwa 1 cm breite 
Querstreifen zerschnitten und mit Wasser so eluiert, da gleiche Stellen der ver- 
schiedenen Bogen dasselbe Eluat ergeben. Die Aktivitat der eingedunsteten 
Eluate wird auf Aluminium gemessen. 


Elektrophorese 


1/, des Hydrolysates (0,6 cem) wird in der Mitte von mehreren etwa 8 cm 
breiten Whatmann-Nr.1-Streifen als Strich aufgetragen und in einer feuchten 
Elektrophoresekammer (nach Th. Wieland) nach Aufspriihen des Puffers (0,05-m. 
Natriumacetat-Veronal, py 8,6) 4 Stdn. bei 110 V getrennt. Nach dem Trocknen 
werden die Aminosduren und das Tragermescalin wie vorher mit Ninhydrin auf 
einem Teil der Streifen sichtbar gemacht. Nach dem Zerschneiden in 0,8 cm breite 
Querstreifen wird wie bei der Papierchromatographie eluiert und die Aktivitat be- 
stimmt, 

Pikrat 

Die Hydrolysatlésung von 50 mg eingesetztem TrockeneiweiB wird mit 1 ccm 
l-proz. inaktiver Mescalinsulfatlésung versetzt, mit 0,2 ccm 2-n. Natronlauge 
alkalisch gemacht und fiinfmal mit 5 ccm Toluol ausgeschiittelt. Nach dem Trock- 
nen mit Natriumsulfat wird das Toluol verdampft, der Riickstand in 0,5 eem Alko- 
hol gelést, filtriert und gesittigte alkoholische Pikrinséurelésung zugegeben, bis die 
Lésung schwach sauer reagiert. Man erwirmt kurz und saugt nach 2 Stdn. die 
Kristalle auf einem Mikrofilter ab. Nach dem Umkristallisieren wird die Aktivitat 
bestimmt. 


Berechnung der Ergebnisse 


Fiir die Gesamtmenge TrockeneiweiB einer Mauseleber legten wir zugrunde, 
daB 80% der Trockenleber aus EiweiB besteht. Diese Zahl mag nur angenahert 
stimmen, hat aber keinen grundsitzlichen Einflu8 auf die Ergebnisse. Diese An- 
nahme war nétig, da durch die Aufarbeitung und das intensive Auswaschen ein 
Teil des Proteins verloren geht und eine direkte Wagung des Trockenpulvers 
ungenau ware. 

Die Leber einer 6 Stdn. nach der Injektion getéteten Maus wog feucht 1130 mg, 
trocken 360 mg, entspr. 288 mg TrockeneiweiS. 
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Durch Zugabe einer genau bestimmten Menge an radioaktivem Mescalinsulfat 
zu dem Eiweifpulver einer Leber einer nicht mit Mescalin behandelten Maus wurde 
der Umrechnungsfaktor zur Berechnung der absoluten Aktivitaét bestimmt. Er 
betrug fiir unsere Versuchsanordnung K = 40 + 3 Imp./Min. Hieraus berechnen 
sich fiir die 6-Stdn.-Maus 8520 + 870 absolute Imp./Min. fiir das GesamteiweiB, 
entspr. 0,032% -+ 0,0032% der gesamten injizierten Aktivitit. 


Impulsmessung 


Um den Tagesrhythmus der Blindwerte auszuschalten und die Fehlergrenze 
moéglichst niedrig zu halten, wurde jede Impulsmessung mit Aktivititen unter 
10 Imp./Min. so durchgefiihrt, da mindestens 10 Messungen und 10 Blindwerte 
im standigen 10-Min.-Wechsel ausgefiihrt wurden. Auf diese Art erhielten wir als 
obere Grenze Abweichungen von -+- 0,4 Imp./Min. 


Berechnung der erwarteten und gemessenen Impulse in den Chro- 
matogrammen, Elektropherogrammen und Pikraten 


Nimmt man die gesamte Aktivitét des Leberproteins zunichst als vom 
Mescalin herriihrend an, so ergeben sich fiir 38 mg TrockeneiweiB etwa 0,08 y 
Mescalin bei der 6-Stdn.-Maus. (12mg der zur Hydrolyse eingesetzten 50 mg 
Eiwei8 wurden nicht aufgeschlossen.) Dies wiirde 1050 absoluten Imp./Min. ent- 
sprechen. Bei der Direktzihlung von Mescalinsulfat auf Aluminium betragt unser 
eaperimentell gefundener Umrechnungsfaktor fiir absolute Impulse K = 13,1. Bei 
der Direktzihlung sowohl des Gesamthydroly: sates als auch der Chromatogramm- 
und Elektrophorese-Eluate mibten demnach 80 meBbare Impulse zu erwarten sein, 

Wir fanden: 

. Im eingedunsteten Gesamthydrolysat (0,2 ccm) 40 Imp./Min. (Aus 0,02 eem = 
4 Imp./Min. errechnet.) 

Ber.: 80 Imp./Min. 

. Im Papierchromatogramm insgesamt etwa 28 Imp./Min. = ?/, des Hydroly- 
sates. (Hiervon etwa 16 Imp./Min. als Mescalin.) 

Ber.: 52 Imp./Min. 

. Im Elektropherogramm insges. etwa 6 Imp./Min. (Hiervon etwa 4 Imp./Min. 
als Mescalin.) 

Ber.: 27 Imp./Min. 

. Im Pikrat aus dem Gesamthydrolysat 7 Imp./Min. (= 50 mg eingesetztes 
EiweiB.) 

Ber.: 48 Imp./Min. (etwa 55—65% der GesamteiweiBaktivitat stammen vom 

Mescalin). 

Die Diskrepanz zwischen den zu erwartenden und den gemessenen Impulsen er- 
klirt sich wie folgt: 
zu 1. erhéhte Strahlungsabsorption im Gesamthydrolysat durch die groBe Menge 

an Fremdsubstanzen. i 

zu 2. Verluste durch irreversible Absorption am Papier und bei der Aufarbeitung 
bis zur Messung. Vergleichsversuche mit reinem Mescalin ergaben 5—10% 

Verluste. 

3. durch den nicht aus den hygroskopischen eingedunsteten Eluaten zu ent- 
fernenden Puffer ergeben sich nach Vergleichsversuchen 65—75% Impuls- 
verluste durch vermehrte Strahlungsabsorption. 

zu 4. im Pikrat tritt nach Vergleichsmessungen durch erhéhte Strahlungsabsorp- 
tion ein Impulsverlust von 80—90% auf. 


Herrn Professor Dr. F. Lynen, Miinchen, méchten wir fiir das Interesse an 
dieser Arbeit und fiir anregende Diskussionen unseren Dank aussprechen. 
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Zusammenfassung 

Es wurde der Einbau von radioaktivem Mescalin in das Leber- 
protein der Maus beschrieben. 

Die papierchromatographische und papierelektrophoretische Ana- 
lyse des EiweiBhydrolysates in Verbindung mit der Mescalinpikrat- 
darstellung ergab, daB der gréBte Teil der Radioaktivitaét, welche aus 
dem mit Trichloressigsiure gefallten Eiweif nicht auswaschbar ist, 
von eingebautem Mescalin herriihrt. Es wurde damit bewiesen, dak 
der lebende Organismus in der Lage ist, kérperfremde Stoffe in _be- 
stimmte Proteine einzubauen und sie damit zu einem k6érperfremden 
EiweiB umzuwandeln. 

Es wurde zur Diskussion gestellt, ob die durch die Mescalin-Vergif- 
tung entstehenden Halluzinationen durch dieses kérperfremde Eiweif 
hervorgerufen werden kénnten. Die in Kurven gezeigte zeitliche Uber- 
einstimmung zwischen dem Auftreten der Halluzinationen und der 
Menge des radioaktiven Proteins sprechen fiir diese Annahme. 

Man k6nnte auch die zeitliche Verschiebung der Halluzinationen 
auf einen verzégerten Eintritt des Mescalinmolekiils in bestimmte Hirn- 
teile oder auf sehr langsam ablaufende Diffusionsvorgange in der Zelle 
selbst zuriickfiihren. Die Tatsache, daB die friiher gefundene sehr ge- 
ringe Mescalinaufnahme des Gehirns ihren Héhepunkt in der neuro- 
vegetativen ersten Vergiftungsphase aufweist, wie die meisten Organe, 


und nicht in der zweiten halluzinatorischen Phase, spricht dagegen. 
Eine Entscheidung zugunsten einer der beiden Méglichkeiten kann 
zur Zeit nicht gefallt werden. 


Die Beziehungen, die sich zum Krebsproblem ergeben, wurden 
besprochen. Folgerungen fiir das Schizophrenieproblem werden dem- 
nichst von B. Patzig an anderer Stelle ver6ffentlicht. 
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Eine Methode zur Mikrobestimmung der Fibrinogenkonzentration 
im Blutplasma 
Von 
Wolfgang Gerok 
Aus dem Pathologischen Institut der Universitét Tiibingen (Direktor: Prof. Dr. E. Letterer) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1952) 


I. 


Von den Proteinen des Blutplasmas kénnen die w-, /- und y-Glo- 
buline und das Albumin mit Hilfe der Papierelektrophorese in kleinen 
Blutmengen bestimmt werden Dagegen gab es bislang keine Methode 
zur Mikrobestimmung des Fibrinogens (Fbg.) im Blutplasma. Fiir die 
Erforschung des quantitativen Verhaltens der Fbg.-Fraktion unter ver- 
schiedenen Bedingungen, insbesondere im Verlauf von experimentell 
erzeugten Dysproteinaémien beim kleinen Laboratoriumstier, war es not- 
wendig, eine solche Methode auszuarbeiten. 

Wenn man die wenig exakten Methoden (refraktometrische Methode nach 
Winternitz!, Leendertz und Gromelski?, Starlinger*®; Verdiinnungs- 
methode nach Mas y Magro‘*; Methode nach Rusznyak und Barath®; Hitze- 
koagulation nach Frederick®) nicht beriicksichtigt, so gab es bisher folgende 
Moéglichkeiten zur quantitativen Fbg.-Bestimmung: 

1. Abscheidung des Fbg.s aus dem Plasma durch Gerinnung (Calcium- oder 
Thrombinzusatz) und quantitative Erfassung des Fibringerinnsels durch 
Trockengewichtsbestimmung’, Stickstoffbestimmung®, kolorimetrische Ty- 
rosinbestimmung® oder Messung der durch das Fibringerinnsel erzeugten 
Triibung?®. 

2. Abscheidung des Fbg.s aus dem Plasma durch Salzfallung mit anschlieBender 
Bestimmung des Trockengewichtes™ oder Stickstoffanalyse™ 1”. 


1 R. Winternitz, Arch. Dermatol. 101, 227 [1910]. 

2 G.Leendertz u. B. Gromelski, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 94, 114 [1922]. 

3 W. Starlinger, Biochem. Z. 140, 203 [1923]; 148, 180 [1923]. 

4 ¥. Mas y Magro, Archivos Cardiol. 11, 68 [1930], cit. nach H. Bennhold, 
E. Kylin u. St. Rusznyak, Die EiweiBkérper des Blutplasmas, Dresden und 
Leipzig 1938. 

5 St. Rusznyak u. I. Barath, Biochem. Z. 141, 476 [1923]. 

6 Cit. nach H. C. Gram, J. biol. Chemistry 49, 297 [1921]. 

7 D. P. Foster u. G.H. Whipple, Amer. J. Physiol. 58, 365 [1922]; H.C. 
Gram, J. biol. Chemistry 49, 297 [1921]; W. Starlinger u. K. Hartl, Biochem. 
Z. 157, 281 [1925]; L. Szecsenyi-Nagy, Biochem. Z. 317, 185 [1944]. 

8 Pp. E. Howe, J. biol. Chemistry 49, 93 [1921]; G. E. Cullen u. D. D. van 
Slyke, J. biol. Chemistry 41, 587 [1920]; T. B. Jones u. H. P. Smith, Amer. 
J. Physiol. 94, 144 [1930]. 

® H. Wu, J. biol. Chemistry 51, 33 [1922]; H. Wu u. M. L. Ling, Chin. J. 
Physiol. 1, 161 [1927], cit. nach P. R. Morrison, J. Amer. chem. Soc. 69, 2723 
[1947]; O. D. Ratnoff u. C. Menzie, J. Lab. clin. Med. 37, 316 [1950]. 

10 K. Klinke u. G. Elias, Z. ges. exp. Med. 77, 717 [1913]; K. K. Nygaard, 
R. Gathe u. Th. Guthe, Skand. Arch. Physiol. 88, 195 [1940]. 

1 Lewinski, Pfliigers Arch ges. Physiol. 100, 611 [1903]. 

2 P. E. Howe, J. biol. Chemistry 57, 235 [1923]; M. Florkin, J. biol. Che- 
mistry 87, 629 [1930]; W. R. Campbell u. M. J. Hanna, J. biol. Chemistry 
119, 15 [1937]. 
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3. Elektrophorese im Tiselius-Gerat1*. 

Diese Methoden sind jedoch entweder nur mit groBen Plasmamengen durch- 
fiihrbar oder haben bei Verwendung kleiner Mengen eine groBe methodische Fehler- 
breite. Ein Teil von ihnen ist auBerdem durch den komplizierten Arbeitsgang und 
den groBen apparativen Aufwand zu fortlaufenden Untersuchungen wenig geeignet. 

Es wurde deshalb eine einfache Methode entwickelt, die eine 
genaue Bestimmung der Fbg.-Konzentration in kleinen Plasmamengen 
(0,025 cem) gestattet. 


Il. 


Die Methode beruht darauf, dali Fbg. aus dem Blutplasma méglichst 
selektiv, vollstandig und feinflockig gefallt und die Ablenkung des Lichtes 
durch die ausgefallten, im Plasma schwebenden Fbg.-Teilchen mit Hilfe 
des ZeiBschen Nephelometers gemessen wird. Natriumsulfat oder pri- 
mires und sekundires Kaliumphosphat (nach Butler und Mont- 
gomery?4) fallen bei entsprechender Konzentration das Fbg. zwar selek- 
tiv und quantitativ, aber in Form von groben Flocken und Filzen, so 
da eine nephelometrische Bestimmung unmdglich ist. Fallungen mii 
hochkonzentrierten Kochsalzlosungen fiihrten dagegen zu einem giin- 
stigeren Ergebnis*. Vorversuche zeigten namlich, da bei Zusatz von 
geringen Plasmamengen (0,01—0,06 ccm) zu je 5,0 ccm Kochsalzlosung 
von hoher Konzentration (siehe unten) Triibungen auftreten, die sich 
bei Betrachtung mit der Lupe als feinflockig und gleichmabig erweisen 
und im ZeiBbschen Nephelometer gegen die Vergleichsscheibe 1 bei Ver- 
wendung des Filters Lj, meBbar sind. Um die optimalen Bedingungen 
fiir die Fallung und nephelometrische Messung aufzufinden, war zunachst 
zu untersuchen, von welchen Faktoren die Fallung abhangig ist. 

1. Untersuchungen iiber die Abhaingigkeit der Fbg.-Fallung yon 
der Kochsalzkonzentration und dem py sollten ergeben, bei welcher 
Salzkonzentration und welchem pg lediglich das Fbg. ausfallt, wahrend 
die tibrigen Proteine des Blutplasmas in Lésung bleiben. Zur Klarung 
dieser Frage wurden gleiche Mengen von Plasma und Serum mit Koch- 
salzlo6sungen verschiedener Konzentration bei verschiedenem pg unter 
sonst gleichen Bedingungen gefallt und die entstehenden Triibungen 
mit dem Nephelometer gemessen. 

1 cem frisches Plasma mit Zusatz von 0,5% krist. Kaliumoxalat wurde im 
MeBkélbchen mit isotonischer Kochsalzlésung vom py 6 auf 5,0 ccm verdiinnt. 


In der gleichen Weise wurde 1 ccm Serum der gleichen Person mit isotonischer 
Kochsalzlésung vom py 6 auf 5,0 ccm aufgefiillt.; Vom verdiinnten Plasma bzw. 


18 KE. Stenhagen, Biochem. J. 32, 714 [1928]; L.G. Longsworth, T.Shed- 
lovsky u. D. A. Mac Innes, J. exp. Med. 70, 399 [1939]; J. T. Edsall, R. M. 
Ferry u. 8S. H. Armstrong, J. clin. Invest. 28, 557 [1944]; H. F. Deutsch u. 
M. B. Goodloe, J. biol. Chemistry 161, 1 [1945]. 

14 A.M. Butler u. H. Montgomery, J. biol. Chemistry 99, 173 [1933]. 

* Zu den Fallungsversuchen mit Kochsalz fiihrte uns ein wertvoller Hinweis 
von Herrn Prof. Wéhlisch, Wiirzburg, wofiir wir ihm an dieser Stelle besonders 
danken méchten. 
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Serum wurden je 0,2 ccm in je 5 ccm Kochsalzlésung von verschiedener Konzen- 
tration und verschiedenem py pipettiert. Das pq der Kochsalzlésungen war durch 
Zusatz von sek. Natriumphosphat empirisch eingestellt und mit der Glaselektrode 
gemessen worden* (Pufferlosungen waren bei den hochkonzentrierten Salzlésungen 
nicht geeignet). Die Salzlésungen mit dem zugesetzten verdiinnten Plasma bzw. 
Serum wurden gut gemischt und 5 Stdn. bei 20° C aufbewahrt, anschlieBend wurde 
mit dem Nephelometer die relative Triibung gemessen. Das Ergebnis der Messungen 
zeigt Abb. 1. 
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Abb. 1. Triibungsgrade nach der Fallung von Plasma (a) und Serum (b) bei ver- 
schiedenen Salzkonzentrationen und verschiedenem pq. 
Abszisse: NaCl-Konzentration in % der Sattigung (obere Skala) und in Mol/l 
(untere Skala). 
Ordinate: Relative Triibung im Nephelometer (%). py 6,6—7,2 
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Mit 4,0-m. Kochsalzlésung erreicht man im pg-Bereich 6,6—7,2 
eine maximale Triibung im Plasma, wogegen das Serum praktisch 
triibungsfrei bleibt. Weshalb bei noch héheren Salzkonzentrationen die 
Triibungswerte im Vlasma absinken und erst bei Verwendung der ge- 
sittigten Lésung wieder ansteigen, laBt sich bislang nicht sicher erklaren. 
Die Betrachtung des ausgefallten Fbg.s bei starker VergroBerung zeigt 
zwar, daB mit zunehmender Salzkonzentration das Fbg. in immer 
groBeren Flocken ausfallt, doch bewirken sicher noch andere Faktoren 
das Absinken der Triibungswerte im Bereich hoher Salzkonzentrationen. 


* Die pq-Messungen konnten mit der Glaselektrode des Max-Planck-Institutes 
fiir Biochemie durchgefiihrt werden, wofiir wir Herrn Prof. Dr. Butenandt und 
Herrn Dozent Dr. Hellmann vielmals danken. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 291 10 
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Bei py unter 6,5 und_iiber 7,3 geniigen schon geringere Salzkonzen- 
trationen zur Ausfaillung des Fbg.s, doch besteht die Gefahr, daB die 
Globuline in die Fallung einbezogen werden (Anstieg der Serumtriib- 
werte). Da die Ausfallung des Fbg.s mit einer méglichst geringen Koch- 
salzkonzentration erreicht werden sollte (Vermeidung einer grobflockigen 
Fiallung), und da die Triibung nur durch das Fbg. bedingt sein darf, war 
eine 4,0-m. Kochsalzlésung vom py 6,8—7,0 am geeignetsten. 

Um festzustellen, ob dabei das Fbg. vollstaindig ausfallt, wurde in 
einem gréBeren Ansatz die Fbg.-Fraktion aus Oxalatplasma unter den 
gleichen Bedingungen wie bei der Nephelometrie gefallt, in einem zweiten 
Versuch durch Recalcinieren desselben Plasmas als Fibringerinnsel aus- 
geschieden. Vom Praecipitat bzw. Gerinnsel wurde det: Stickstoffgehalt 
bestimmt, die sich daraus ergebenden Werte der Fbg.-Konzentration im 
Plasma wurden berechnet und verglichen. 

a) Fallung des Fbg.s: 1 ccm des 0,5-proz. Oxalatplasmas wurde mit 9,0 com 
einer 4,3-m. Kochsalzlésung vom py 6,9 gemischt. Die Kochsalzkonzentration 
im Gesamtgemisch betrug demnach 3,9 Mol// und entsprach genau der Salzkonzen- 
tration bei der Nephelometrie. Nach 5 Stdn. wurde mit 3000 U/Min. 30 Min. zen- 
trifugiert. Sediment und iiberstehende Fliissigkeit wurden auf einem analysen- 
reinen Hartfilter (Schleicher & Schiill Nr. 589*) sorgfaltig abfiltriert, der Riick- 
stand wurde mit 4,0-m. Kochsalz mehrfach gewaschen. Das Filter mit dem 
Riickstand wurde Verascht und der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. 
Veraschung und Kjeldahlbestimmung wurden ferner in der gleichen Weise bei 
einem leeren Filter durchgefiihrt. Die Differenz der beiden Werte ergab den Stick- 
stoffgehalt des gefallten Proteins (Fbg.), woraus sich die Fbg.-Konzentration des 
Plasmas errechnen lieB. 


N-Faktor des Fibrinogens und Fibrins: 6,0 (Morrison). 

b) Gerinnung des Fbg.s: 1,5 ccm desselben Plasmas wie bei der Fallung 
wurden mit 50 ccm isotonischer Kochsalzlésung vom py 6 verdiinnt. Die Ein- 
haltung des py ist bei der Fbg.-Bestimmung durch Gerinnung sehr wichtig. Steigt 
das py iiber 6, so werden in zunehmendem Maf Globuline an das Fibringerinnsel 
adsorbiert, so daB die Stickstoffanalyse des Gerinnsels einen zu hohen Wert ergibt. 
Beim py 6 erfolgt keine Adsorption (Morrison)!®. Nach Zusatz von 2,5 ccm einer 
5-proz. Calciumchloridlésung kam es zur raschen Abscheidung eines Fibrin- 
gerinnsels, das ebenso wie das Praecipitat (s. oben) auf einem analysenreinen Hart- 
filter abfiltriert und mehrfach mit isotonischer Kochsalzlésung gewaschen wurde. 
Das Filter mit dem Gerinnsel und ein leeres Filter wurden getrennt verascht und 
einer Kjeldahlbestimmung unterzogen. Aus dem Stickstoffgehalt des Gerinnsels 
lieB sich die Fbg.-Konzentration des Plasmas errechnen. 


Es ergaben sich die folgenden Werte: 
N-Gehalt des Praecipitates: Daraus errechnete Fbg.- 
(aus je 1,0 ccm Plasma) Konzentration: 
0,5040 mg N 268,8 mg% 
0,5460 mg N 294,0 mg% 
Mittelwert: 281,4 mg% 
N-Gehalt des Gerinnsels: Daraus errechnete Fbg.- 
(aus je 1,5 ccm Plasma) Konzentration: 
0,7308 mg N 269,9 mg% 
0,7224 mg N 266,6 mg% 
Mittelwert:  268,2 mg%. 


15 P, R. Morrison, J. Amer. chem. Soc. 69, 2723 [1947]. 
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Die gute Ubereinstimmung der Fbg.-Werte (Abweichung der Mittel- 
werte 4,994) im Zusammenhang mit der fehlenden Ausfallung von Serum- 
proteinen beweist, da durch eine 4,0-m. Kochsalzlésung beim py 6,9 
das Fbg. selektiv und vollstindig aus dem Blutplasma ausgefallt wird. 

2. Der Einflu8B der Temperatur auf die Salzfallung eines Proteins 
ist gering, wenn man nur die Menge des ausgefallten Proteins beriick- 
sichtigt1*, Dagegen ist die Art des Praecipitates, insbesondere die GroBe 
der Flocken von der Temperatur abhingig. Da bei der Nephelometrie 
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Abb. 2. Der EinfluB der Temperatur 


auf den Triibungsgrad bei der Fallung 
des Fibrinogens aus einem schwach 
und einem starker verdiinnten Plasma. 
(Kurve a: Verdiinnung 1:5; Kurve b: 
Verdiinnung 1:12,5.) 
Abszisse: Temperatur (°C). -Ordinate: 
Relative Triibung (%). 
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die Zahl der lichtablenkenden Teilchen in der Lésung gemessen wird, 
war zu erwarten, da8 die Temperatur die GroBe des Triibungswertes 
beeinfluBt. Es wurde deshalb das Fbg. einer bestimmten Plasmamenge 
bei verschiedenen Temperaturen unter sonst gleichen Bedingungen 
gefallt und gepriift, wie die Triibungswerte von der Temperatur ab- 
hingig sind. 

1 ccm frisches Plasma mit Zusatz von 0,5% krist. Kaliumoxalat wurde in ein 
5-com-MeBkélbchen abpipettiert und mit isotonischer Kochsalzlésung vom py 6 
bis zur Marke aufgefiillt. In 10 Reagensglisern wurden je 5,0 ccm 4,0-m. Kochsalz- 
losung (py 6,9) mit je 0,2 ccm des verdiinnten Plasmas gemischt. Je zwei Reagens- 
gliser wurden bei 6°, 20°, 30°, 38° und 50° aufbewahrt. Nach 5 Stdn. wurden die 
Triibungen gemessen. Der Versuch wurde mit einer stirkeren Plasmaverdiinnung 
wiederholt. Es wurden dabei 0,4 com Plasma mit isotonischer Kochsalzlésung auf 
5,0 ccm aufgefiillt und davon je 0,2 ccm bei den gleichen Temperaturen wie oben 
gefallt. Die Abb. 2 zeigt die Beziehung zwischen der Temperatur und dem gemes- 
senen Triibungswert. 


16 J. Mellanby, J. Physiology 36, 288 [1907]; A. M. Butler, H. Blatt 
u. H. Southgate, J. biol. Chemistry 109, 755 [1935]. 
10* 
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Die nephelometrisch meBbare Triibung, die bei der Ausfallung einer 
konstanten Fbg.-Menge entsteht, ist denmach sehr stark von der Tem- 
peratur abhangig. Mit zunehmender Temperatur wird die Lichtablenkung 
durch die in der Lésung schwebenden Fbg.-Teilchen gesteigert. Da die 
Fbg.-Konzentration konstant bleibt, mu8 mit ansteigender Temperatur 
die Teilchenzahl zunehmen, d.h. das Fbg. fallt bei ansteigender Tem- 
peratur zunehmend feindispers aus. 

3. Die Abhangigkeit der Fbg.-Fallung von der zeitlichen Dauer 
muBte untersucht werden, um den giinstigsten Zeitpunkt fir die Trii- 
bungsmessung zu ermitteln. Bei sehr kleinem zeitlichen Abstand zwischen 
dem Beginn der Fallung und der Triibungsmessung war das Fbg. wahr- 
scheinlich unvollstaindig gefallt und der Triibungswert dementsprechend 
zu klein. Ein zu kleiner Triibungswert mute sich aber auch ergeben, 
wenn zwischen Fallungsbeginn und der Messung ein sehr groBer Zeit- 
raum lag. In diesem Fall war die Triibungsabnahme durch ein all- 
mihliches Absinken der Fbg.-Flocken bedingt. In welchem Zeitraum 
diese Fehlerquellen gering sind, wurde dadurch gepriift, daB das Fbg. 
einer bestimmten Plasmamenge unter konstanten Bedingungen gefallt 
und der Triibwett zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen wurde. Da 
moglicherweise die ~Fbg.-Konzentration den zeitlichen Verlauf der 
Fallung beeinfluBt, wurde der Versuch mit verschiedenen Plasma- 
verdiinnungen wiederholt. 

Von frischem Plasma mit 0,5-proz. Oxalatzusatz wurden mit isotonischer 
Kochsalzlésung vom py 6 fiinf verschiedene Verdiinnungen hergestellt. Von jeder 
Verdiinnung wurden 0,2 ccm entnommen und mit 5,0 ccm der 4,0-m. Kochsalz- 
lésung vom py 6,9 gemischt. Die Verdiinnungen waren so gewahlt, daB in 0,2 ccm 
verdiinnter Lésung folgende Plasmamengen enthalten waren: 

0,005 ccm (I) —0,015 cem (II) — 0,025 cem (IIL) — 0,034 cem (IV) — 0,050 ccm (V). 

Die Gemische wurden bei 20° aufbewahrt. Nach 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30 und 40 
Stunden wurden die Triibungen mit dem Nephelometer gemessen. Das Ergeb- 
nis der Messung zeigt Abb. 3. 

Es zeigt sich, daB die Triibungswerte zunichst zunehmen und erst 
4—6 Stdn. nach Beginn der Fallung das Maximum erreichen. Die 
Stabilitat der Fallung ist von der Fbg.-Konzentration abhangig. Bei 
hohen Fbg.-Konzentrationen und entsprechend hohen Triibungswerten 
sinken die Fbg.-Flocken nach 6—8 Stdn. rasch ab; in der Lupe des 
Nephelometers sieht man auBerdem, wie sich die urspriinglich feinen 
Flocken zu groBen Klumpen zusammenballen. Bei niedrigen Fbg.- 
Konzentrationen bleibt dagegen die Fallung auffallend lange stabil. 

Fiir die selektive, vollstindige und feinflockige Fallung des Fbg.s 
und die nephelometrische Bestimmung sind nach diesen Versuchen 
folgende Bedingungen am giinstigsten: 

1. Fallung von 0,2 cem verdiinnten Plasmas mit 5,0 ccm einer 4,0-m. 
Kochsalzlésung vom py 6,9. Verdiinnung des Plasmas mit isoto- 
nischer Kochsalzlésung (pg 6,0) im Verhaltnis 1:20 (1 Tl. Plasma 
auf 19 Tle. isotonische Kochsalzlésung). Wenn zu erwarten ist, dais 
die Fbg.-Konzentration stark erhéht oder vermindert ist, kann 
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man ein anderes, entsprechendes Verdiinnungsverhaltnis wahlen, 
doch miissen stets 0,2 cem des verdiinnten Plasmas zur Fallung 
verwendet werden. 

2. Temperatur waihrend der Fallung und Messung: 20° C. 

3. Dauer der Fallung: 5 Stdn. 

4. Ablesung der Triibwerte im Nephelometer bei Verwendung der 
Vergleichsscheibe 1 und des Filters L.,. Als Untersuchungs- 
gefaB dient ein zur Nephelometrie geeignetes Reagensglas mit 
einem Durchmesser von 15 mm. 
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Abb. 3. Die Abhangigkeit des Triibungsgrades von der Dauer der Fallung bei 
verschiedenen Fbg.-Konzentrationen (Konz. s. Text). 
Abszisse: Zeitlicher Abstand zwischen Beginn der Fallung und Triibungsmessung 
(Stunden). Ordinate: Relative Triibung (%). 


Ill. 


Es war nun zu untersuchen, ob zwischen der im Nephelometer 
gemessenen relativen Triibung und der Fbg.-Konzentration eine Be- 
ziehung besteht, die es ermoéglicht, die Fbg.-Konzentration aus dem 
Triibungswert zu ermitteln. Zur Klairung dieser Frage wurde aus einem 
bestimmten Plasma bei verschiedenen Verdiinnungen das Fbg. unter 
konstanten Bedingungen gefallt und die relative Triibung gemessen. 

Das frische Plasma mit Zusatz von 0,5°/, krist. Kaliumoxalat wurde mit iso- 
tonischer Kochsalzlésung vom py 6 verdiinnt, wobei die Verdiinnungsgrade so ge- 


wahlt waren, daB je 0,2 ccm der verdiinnten Lésung folgende Plasmamengen ent- 
hielten: 


0,005 com — 0,01 ccm — 0,015 cem — 0,02 com — 0,025 com 
0,03 cem — 0,034 com — 0,04 com — 0,05 ccm — 0,06 ccm. 


Von diesen verdiinnten Plasmen wurden je 0,2 ccm unter den oben ange- 
gebenen Bedingungen gefallt und die Triibungswerte gemessen. 
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Tragt man in einem logarithmisch eingeteilten Koordinatensystem 
auf der Abszisse die zugesetzten Plasmamengen (ccm), auf der Ordinate 
die relativen Triibungswerte (%) ab, so liegen die Wertepunkte der oben 
beschriebenen MeBreihe (Abb. 4) mit groBer Anniaherung auf einer 
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Abb. 4. Die relative Triibung als Funktion der Fbg.-Konzentration. 
Eichkurve. 
—o—o— MeBwerte bei verschiedenen Verdiinnungen eines bestimmten Plasmas 
(s. S. 135). 


+++ Kontrollwerte bei verschiedenen normalen und pathologischen Plasmen 
(s. 8S. 137 und Tab. 1). 


Geraden. Die relative Triibung 7' ist demnach eine Funktion der Fbg.- 
Konzentration F entsprechend der Gleichung 
log T =a. log F +6, 
wobei a und b zwei Konstanten darstellen. 
Damit die Gerade als Eichkurve verwendet werden konnte, muBte 
fiir einen der MeBpunkte die zugehérige Fbg.-Konzentration bestimmt 
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werden. Es wurde deshalb eine kleine Menge des verwendeten Plasmas 
recalciniert, der Stickstoffgehalt des gewaschenen Gerinnsels gemessen 
und die Fbg.-Konzentration daraus errechnet. 

Im einzelnen wurde die Bestimmung wie in dem oben beschriebenen Beispiel 
(S. 182, Versuch b) durchgefiihrt. In zwei Versuchen ergaben sich die Werte: 


N-Gehalt des Gerinnsels Errechnete Fbg.-Konzentration 
(aus 1,5 ccm Plasma) (N-Faktor des Fbg. 6,0): 
0,7084 mg N 261,0 mg%, 
0,7140 mg N 263,2 mg%. 
Mittelwert der Fbg.-Konzentration in dem zur Eichung verwendeten Plasma: 
262 mg%. 

Mit Hilfe dieses Wertes und der Eichkurve laBt sich aus dem ge- 
messenen Triibungswert die Fbg.-Konzentration im untersuchten Blut- 
plasma bestimmen. Der Einfachheit wegen wurde die oben angegebene 
Einteilung der Abszisse (8. 136) beibehalten. Aus dem Abszissenwert A, 
der nach der Eichkurve dem gemessenen Triibungswert 7’ zugeordnet 
ist, ergibt sich der Wert fiir die Fbg.-Konzentration F nach folgender 
Formel : 


= F (mg%). 


Hierin ist p die Plasmamenge (in ccm), aus der das Fbg. gefallt wurde. 


Beispiel: 1 ccm Oxalatplasma wurde mit 9 ccm isotonischer Kochsalzlésung 
verdiinnt. Vom verdiinnten Plasma wurden entsprechend den Vorschriften auf 
S. 134/135 0,2 ccm gefallt. Auf Grund des Verdiinnungsverhiltnisses 1:10 waren 
darin 0,02 com Plasma enthalten (= 7). 


Gemessene relative Triibung (Mittelwert) 292,1% 
Zugehoriger Abszissenwert A (nach der Eichkurve) 
Daraus ergibt sich nach obiger Formel fiir Fibrinogenkonzentration 


- ei 330mg%, 
Zur Priifung der Eichkurve wurde in sieben verschiedenen Plasmen * 
die Fbg.-Konzentration einerseits nach der nephelometrischen Mikro- 
methode, andererseits durch Recalcinieren und Bestimmung des Stick- 
stoffs im Fibringerinnsel (entspr. Vers. b, S. 132) gemessen. SchlieBlich 
wurde eine genau abgewogene Menge reinen Fbg.s (Praparat der Firma 
Hoffmann-La Roche) in verdiinntem Serum gelést und der Fbg.- 
Gehalt in dieser Lésung nephelometrisch bestimmt. Die mit Hilfe der 
Triibungsmessung ermittelten Werte wurden mit den Werten der 
Kjeldahlbestimmungen, im letztgenannten Versuch mit der zugesetzten 
Fbg.-Menge verglichen. Die gemessenen und berechneten Werte sind 
in Tab. 1 zusammengefaBt. 
Es zeigt sich eine sehr gute Ubereinstimmung der Werte; nur in 
einem Fall betraigt die Differenz mehr als 10° des Kjeldahlwertes. 


* Die verschiedenen Plasmen und das Fbg.-Praiparat wurden uns von der 
Medizinischen Universitatsklinik zur Verfiigung gestellt, wofiir wir Herrn Prof. 
Dr. Bennhold und Herrn Dr. Ott vielmals danken. 
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Ubertragt man die gemessenen Triibungswerte und die zugehérigen, 
nach Kjeldahl ermittelten Fbg.-Konzentrationen F in das Koordinaten- 
system der Eichkurve (F-0,01/262 = Absz.-Wert A), so wird die gute 
Ubereinstimmung durch die geringe Abweichung der MeBpunkte von 
der Geraden deutlich sichtbar (Abb. 4). 

Die Werte der Messungen Nr. 4—7 sind noch in einem anderen Zu- 
sammenhang wichtig. Die untersuchten Plasmen wiesen starke mengen- 
mifige Verainderungen bei den Fraktionen der Serumproteine auf. 
Elektrophoretische Untersuchungen zeigten im Plasma Nr. 4 (Nephrose) 
eine sehr starke Vermehrung der «- und /-Globuline, im Plasma Nr. 5 
(Lebercirrhose) waren die y-Globuline vermehrt und bei den Plasmen 
Nr. 6 und 7 ergab die Elektrophorese das typische Bild eines Myeloms 
mit starker Vermehrung der £-Globuline. Die gute Ubereinstimmung 
der nephelometrisch ermittelten Werte der Fibrinogenkonzentrationen 
in diesen Plasmen mit den Werten der Kjeldahlbestimmungen zeigt, daB 
auch bei starker Vermehrung der leicht fillbaren Globulinfraktionen nur 
das Fbg. ausfallt, wenn bei der Fillung die oben (S. 134/135) angege- 
benen Bedingungen genau eingehalten werden. Die Triibungswerte, die 
in den zugehorigen pathologischen Seren unter den gleichen Bedin- 
gungen gemessen wurden, lagen stets unter 20°. Auch bei ausge- 
pragter Dysproteinimie gibt also die nephelometrische Methode zuver- 
lassige Werte der Fbg.-Konzentration. 


Tab. 1. Vergleich der kjeldahlometrisch und nephelometrisch ermittelten Fhbg.- 
Konzentrationen in verschiedenen Plasmen (Kontrollwerte zur Eichkurve). 





Kjeldahl-Bestimmung Nephelometrie Differenz 
Fbg.-Konz. | in % des 
(aus der Kjeldahl- 


jive «| Meal 
Tribung | wert 1 | Bichkurve) 
0 | »=0,01mg% 


MeBwerte 
wertes 





306 
592 


1296 


Fbg. gelést 


in Serum 
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IV. 


1. Mit Hilfe der Kjeldahl- und Triibungswerte, die an verschie- 
denen Plasmen gemessen wurden, konnte die Abhiingigkeit des relativen 
Triibungswertes Z' von der Fbg.-Konzentration F berechnet und in 
einer Gleichung dargestellt werden. Gesucht war die Gleichung, die ent- 
sprechend der Eichkurve die allgemeine Form 


log T =a-log F +b (1) 


aufwies und die Beziehung zwischen den gemessenen Werten von F und 
7 ,,am besten‘ wiedergab, fiir die also die Bedingung erfiillt war, daB 
die Summe der Quadrate der Differenzen zwischen den im Versuch ge- 
messenen und den aus der Gleichung errechneten Werten ein Minimum 
erreicht. 

Setzt man y = log 7 und x = log F, so erhalt die gesuchte Gleichung die 
allgemeine Form 
y=ax+b. (2) 
Tab. 1 enthalt 8 Werte von F (Kjeldahlbestimmungen) und die entsprechenden 
8 Werte von 7’ (Nephelometrie). Hinzu kommt der Eichwert der in Abb. 4 dar- 


gestellten Kurve (F = 262, 7’ = 108,7 bei p = 0,01). Insgesamt sind also 9 Paare 
von MeBwerten gegeben: (7',/F;) ...(Z'y/F'5) oder, nach Einsetzen der zugehérigen 


Logarithmen, (y,/21) ... (Y9/2%9). 
Bildet man aus den Ordinaten- und Abszissenwerten jeweils das arithmetische 


Mittel 
% + %oter++ 2yq 
9 ? 





und x = 


ge 0s + Sect tM 
9 


Yo 


so kann Gl. (2) in die folgende Form gebracht werden: 
(Y¥— Yo) = (xX — 2p). 
Daraus folgt: 
Yo — ako 
a 

und 

log T , 
—— —C. (4) 

Damit die oben gestellte Bedingung erfiillt ist, muB a folgender Gleichung 

entsprechen: 


log F 


) —— J 
> (XE — Xo) (Ye — Yo) 
k=1 


sbi k=9 “9 


> (ty — Xo)? 
k=1 
Setzt man in diese Gleichung fiir x, und y; die Logarithmen der gemessenen Werte 
von 7’ und F ein, so ergibt sich 
a = 1,0478 
und daraus 
C = — 0,4681. 


Da bei allen fiir die Berechnung verwendeten Triibungsmessungen das Fbg. aus 
0,01 com Plasma gefallt worden war, muBte bei Anwendung der Gl. (4) auf die 
Fbg.-Fallung aus einer beliebigen Plasmamenge p (ccm) noch der Umrechnungs- 
faktor p/0,01 eingesetzt werden. 
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Die Beziehung zwischen relativer Triibung 7’ und Fbg.-Konzen- 
tration F bei der Fbg.-Fallung aus p ccm Plasma unter den oben 
(S. 134/135) angefiihrten Bedingungen wird somit durch folgende Glei- 
chung wiedergegeben : 

Fp logT 
0,01 11,0478 

Mit Hilfe dieser Gleichung kann nun die Fbg.-Konzentration F 
aus dem gemessenen Triibungswert 7’ direkt berechnet werden. 

Beispiel: Von einem im Verhialtnis 1:10 verdiinnten Plasma wurden 0,2 ccm 
zur Fallung verwandt. p hatte also den Wert 0,02. 

Gemessene relative Triibung (Mittelwert) T = 384,7% 
Log T = 2,58512| 


F-p — 2,58512 
Bo01 = -1,0478 + 04681 = 2,9354 


log + 0,4681. (5) 


F 0,02 
0.01 > 861,8 
Fibrinogen-Konzentration F = 430,9 mg%. 

Gegeniiber der graphischen Bestimmung mit Hilfe der Eichkurve 
(S. 136) ist dieses Verfahren vorzuzichen, weil die in Abb. 4 dargestellte 
Eichkurve lediglich durch eine kjeldahlometrische Doppelbestimmung 
der Fbg.-Konzentration geeicht wurde, wihrend bei der Berechnung der 
Gleichung neben diesem Wert acht weitere Messungen bei verschiedenen 
Fbg-Konzentrationen und damit Triibungswerten verwertet werden 
konnten. 

2. Alle bisher angefuhrten Triitbungswerte waren relativ, denn sie 
waren auf die Streulichtintensitét der Vergleichsscheibe im Nephelo- 
meter bezogen. Diese Vergleichsscheiben sind bekanntlich nicht bei 
allen Instrumenten gleich, so da8 Triibungsmessungen mit verschiedenen 
Geraten nicht miteinander verglichen werden kénnen. Es wurde deshalb 
der Faktor ermittelt, mit Hilfe dessen die relative Triibung 7’ in einen 
absoluten und vergleichbaren Triibungswert 7’, umgerechnet werden 
konnte. 

Von einem Triibglaskérper der Firma Zei8 mit dem geeichten absoluten 
Triibungswert ¢ = 0,00310 wurde unter den gleichen Bedingungen wie bei den 
iibrigen Messungen die relative Triibung bestimmt. Als Mittelwert aus 10 Bestim- 


mungen ergab sich der Wert 157,0%. Die absolute Triibung 7',, die einer gemes- 
senen relativen Triibung 7’ entspricht, errechnet man nach der Gleichung 


T 
Seed 310- 
(US 157 0,00310-d , 


wobei der GefaBfaktor d bei Verwendung eines Reagensglases als Untersuchungs- 
gefaiB die GréBe 1,0 hat. Es ist somit 
T = T,-50646. (6) 

Fiir die Bestimmung der Fbg.-Konzentration mit einem anderen 
Nephelometer ist es nicht notwendig, eine neue Eichkurve auszumessen. 
Das Instrument muB lediglich nach dem geschilderten einfachen Ver- 
fahren nach absoluten Triibungswerten geeicht werden.Die Fbg.-Konzen- 
tration F 148t sich dann aus der gemessenen absoluten Triibung 7, 
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direkt berechnen nach der folgenden Gleichung, die sich aus Gln. (5) 
und (6) ergibt: 


F-p _ log (7 4-50646) 
ma" aa + 0,4681. (7) 


3. Mit Hilfe der Gl. (5) zur Berechnung der Fbg.-Konzentration 
aus dem relativen Triibungswert wurde die Fehlerbreite der Methode 
ermittelt. Zu diesem Zweck wurde von einem Plasma die Fbg.-Konzen- 
tration unter gleichen Bedingungen mehrfach bestimmt und aus den 
etwas voneinander abweichenden Ergebnissen die Streuung des MeB- 
verfahrens berechnet. Da zu erwarten war, daB die Streuung in ver- 
schiedenen MeBbereichen nicht konstant sein wiirde, wurde die Bestim- 
mung an mehreren Plasmen verschiedenen Fbg.-Gehaltes ausgefiihrt. 

Es ergab sich, daf8 die methodische Fehlerbreite bei Triibungs- 
messungen im Bereich von 200—400 rel. &% am geringsten war. Sie betrug 
hier + 4% des arithmetischen Mittelwertes. Bei geringeren Triibungen 
von etwa 100 rel. % war die Streuung des MeBverfahrens gréBer (+ 6% 
des Mittelwertes), ebenso bei sehr starken Triibungen von etwa 600 rel. 9% 
(+ 5% des Mittelwertes). 


log 


vi 
Anweisung 
zur nephelometrischen Mikrobestimmung des Fbg.s 


A. Erforderliche Lésungen 

1. 4,0-m. Kochsalzlésung. ‘Man geht am besten von einer gesiit- 
tigten Kochsalzlésung aus. 370g analysenreines Kochsalz werden in 
1/ doppelt destilliertem Wasser gelést. Man 1éBt bei 20° C auskristalli- 
sieren und filtriert durch ein Hartfilter. 750 ccm der gesattigten Lésung 
werden im 1000 ccm fassenden MeBkolben mit doppelt destilliertem 
Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Durch Zusatz von 2,5 ccm einer 1/5-m. 
Lisung von sek. Natriumphosphat (nach Sérensen) wird die 4,0-m. 
Kochsalzlésung auf ein py von 6,85—6,95 eingestellt. Das pg sollte 
moglichst mit der Glaselektrode gepriift werden. 

2. Isotonische Kochsalzlésung vom py 6. 9—10g von analysen- 
reinem Kochsalz werden in 1 / doppelt destilliertem Wasser gelést. Das 
Pu muB, falls erforderlich, mit einem isotonischen Phosphatpuffer ein- 
gestellt werden. 


B. Durchfiihrung der Bestimmung 


Das frisch aus der Vene entnommene Blut wird mit einigen Kristall- 
chen Kaliumoxalat versetzt, gemischt und scharf zentrifugiert. Das iiber- 
stehende Plasma wird abgesaugt, es muB vollkommen klar sein. Um 
eine Lipimie auszuschlieBen, soll nur Niichternblut verwendet werden. 
Im Plasma schwebende Erythrocyten und Erythrocytenstromata sind 
durch nochmaliges scharfes Zentrifugieren (2500 U/Min., 30 Min. lang) 
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zu sedimentieren. Die Mindestmenge an Plasma, die fiir eine Doppel- 
bestimmung erforderlich ist, betragt 0,025 ccm. 

Mit einer 0,05 ccm fassenden Pipette werden 0,025 ccm Plasma 
entnommen und in einem Uhlenhuth-Glischen mit 0,475 ccm isoto- 
nischer Kochsalzlésung gemischt. Die Pipette wird mit dem verdiinnten 
Plasma zweimal nachgespiilt. Das Plasma ist nun im Verhiltnis 1:20 
verdiinnt. 

In zwei Reagensgliser, die vollkommen sauber sind und deren 
Winde keine Ziehstreifen aufweisen, werden je 5,0 ccm der 4,0-m. Koch- 
salzlésung pipettiert. Die relativen Triibungen dieser Losungen werden 
mit dem Nephelometer bei Verwendung der Vergleichsscheibe 1 und des 
Filters L, gemessen; von jeder Probe sollten mindestens zwei MeBwerte 
vorliegen. Sie sollen 20°% nicht tibersteigen. Gegebenenfalls ist die Salz- 
lésung erneut durch ein Hartfilter zu filtrieren. 

0,2 cem des verdiinnten Plasmas werden nun in jedes Reagensglas 
langsam und sorgfaltig pipettiert (p = 0,01). Beim Zupipettieren und 
sofort danach wird durch Umschiitteln gut gemischt. Die Reagensglaser 
mit den Fliissigkeiten werden dann 5 Stdn. bei 20° aufbewahrt. An- 
schlieBend wird mit der Lupe des Nephelometers die Art der Fallung 
geprift, sie muB .ganz feinflockig und gleichmafig sein. Die Tribung 
wird nun unter den gleichen Bedingungen wie der Leerwert mehrmals 
gemessen. 

Bei jeder der beiden Proben wird dann aus den abgelesenen Leer- 
werten das arithmetische Mittel gebildet, ebenso aus den Triibungs- 
werten nach der Fbg.-Fiallung. Die Differenz zwischen dem mittleren 
Leerwert und dem mittleren Triibungswert nach der Fallung ergibt fiir 
jede Probe diejenige relative Triibung, die durch das Fbg. bedingt ist. 
Aus diesem relativen Triibungswert kann mit Hilfe einer Eichkurve die 
Fbg.-Konzentration im Plasma ermittelt werden (8. 137). Empfehlens- 
werter ist es, in einem einfachen und einmaligen Arbeitsgang den Faktor 
zu bestimmen, mit Hilfe dessen die in dem betreffenden Gerat gemessenen 
relativen Triibungswerte in absolute Triibungswerte umgerechnet 
werden kénnen (8S. 140). Aus dem absoluten Triibungswert jeder Probe 
kann dann nach Gl. (7) die Fbg.-Konzentration direkt berechnet werden. 



































Zusammenfassung 


1. Es wird eine Methode angegeben, welche die Bestimmung der 
Fbg.-Konzentration in sehr kleinen Blutplasmamengen gestattet. Die 
erforderliche Mindestmenge fiir eine Doppelbestimmung _betragt 
0,025 cem. 

2. Die Methode beruht darauf, da das Fbg. mit Kochsalz aus dem 
Plasma gefallt und die entstehende Triibung nephelometrisch gemessen 
wird. 

3. Die Abhingigkeit der Fbg.-Fallung und der Triibungswerte von 
der Salzkonzentration, dem pg, der Temperatur und der Zeit wird unter- 
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sucht. Aus diesen Befunden ergeben sich die Bedingungen, unter denen 
die Fbg.-Bestimmung am giinstigsten durchgefiihrt wird. 

4. Die Beziehung zwischen relativer Triibung und Fbg.-Konzen- 
tration wird in einer Eichkurve graphisch und durch eine Bestimmungs- 
gleichung mathematisch dargestellt. Durch eine entsprechende Gleichung 
fiir absolute Triibungswerte wird die Durchfiihrung und Anwendung 
der Methode vereinfacht. 

5. Die Methode gibt auch bei starken Dysproteinimien, insbeson- 
dere bei Vermehrung der leicht fallbaren Globuline, zuverlissige Fbg.- 
Werte. 

6. Die Fehlerbreite der Methode schwankt je nach dem MeSbereich 
zwischen + 4 und + 6% des Mittelwertes. 

7. Eine genaue Anweisung zur Durchfiihrung der Bestimmung 
wird gegeben. 


Uber einen empfindlichen Nachweis des Cholins und Acetylcholins 
mit Hilfe von Tetraphenyl-bor-natrium 


; Von 
P. Marquardt und G. Vogg 


Aus der Abteilung fiir experimentelle Therapie an der medizinischen Fakultit der Universitat 
Freiburg i. Br. Leiter: Dozent Dr. Peter Marquardt 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1952) 


GemaB dem Hinweis von Rosenthaler}, da8 Fallungsmittel fir 
Kalium und Ammonium gleichzeitig Alkaloidfallungsmittel zu sein 
pflegen, fanden Schultz und Mayer’, daB eine groBe Anzahl von Al- 
kaloiden und Arzneimitteln (z. B. Atropin) mit Tetraphenyl-bor-natrium 
ausfallen, einem Reagens, dessen Eignung zum Nachweis und zur 
Bestimmung von Kalium Wittig und Mitarbeiter? entdeckten. Im 
Xahmen unserer Arbeiten interessierte es, ob mit diesem Reagens 
Cholin und Acetylcholin quantitativ ausgefallt werden konnen. 

Tetraphenyl-bor-natrium * besitzt die Eigenschaften eines Komplex- 
salzes mit den ionogen zugeordneten Komponenten Tetraphenylbor 


H,C C.H.1°2 
und Natrium: | . “NBC . "pras. 
HC,’ \O,H; 





* Tetraphenyl-bor-natrium wird unter dem Handelsnamen ,,Kalignost‘‘ von 
der Firma Heyl & Co., Chemisch-pharmazeutische Fabrik, Werk Hildesheim, 
hergestellt, der wir fiir die Uberlassung des Priparates fiir unsere Uniersuchungen 
danken.| 

1 L. Rosenthaler, Schweiz. Apotheker-Ztg. 61, Nr. 10 [1923]. 

2 0. E. Schultz u. G. Mayer, Dtsch. Apotheker-Ztg. 92, 358 [1952]. 

3 G. Wittig, R. Keicher, A. Riickert u. P. Raff, Liebigs Ann. Chem. 563, 
118 [1940]; P. Raff u. W. Brotz, Z. analyt. Chem. 133, 241 [1951]. 
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Wir konnten feststellen, daB die Léslichkeit des Tetraphenyl-bor- 
cholins und Tetraphenyl-bor-acetylcholins so gering ist, daB alle bisher be- 
kannten Fallungsmittel fiir Cholin und Acetylcholin tibertroffen werden. 

Es lésen sich in 1 cm* Wasser weniger als 3-10-5 g Tetraphenyl-bor-cholin 
und weniger als 3-10-*g Tetraphenyl-bor-acetylcholin. Die gréBere Léslichkeit 
des Acetylcholinkomplexes erklart sich durch die geringere Basizitét des Acetyl- 
cholins gegeniiber der des Cholins. 

Die Erfassungsgrenze in waBriger Lésung liegt also unter 1-10-5 g Cholin- 
chlorid bzw. 1-10~-4 g Acetylcholin in 1 cm* H,O. In alkoholischer Lésung (C,H ;OH) 
liegt die Erfassungsgrenze unter 1-10-* g Cholinchlorid bzw. 5-10-* g Acetylcholin- 
chlorid in 1 cm* C,H,;OH. : 

Gegeniiber dem Dipikrylamin (Hexanitrodiphenylamin), das von 
Ackermann? als Fiallungsmittel fiir Cholin und Acetylcholin vor- 
geschlagen wurde, besteht auSer gréBerer Empfindlichkeit der Vorteil 
darin, daB die Fallung bei schwach essigsaurer Reaktion ausgefiihrt 
werden kann und somit eine Verseifung der Cholinester hintangehalten 
wird. Es besitzt also in dieser Bezichung als Fallungsmittel dieselben 
Vorteile wie das von Kapfhammer’ eingefiihrte Reineckat. 

Vor der Bestimmung sind Kaliumsalze, Ammoniumionen und deren 
organische Verbindungen zu entfernen, sofern diese Basen als echte 
Salze in der Lésung vorliegen. Betainartige Verbindungen, Eiwei und 
Aminosauren geben mit Tetraphenyl-bor-natrium keine Fallung. 

Quantitative Fallung erfolgt sowohl mit Cholin, wie mit Acetyl- 
cholin. Die Bestimmung wurde gravimetrisch vorgenommen. Acety]- 
cholinlésungen (1-10-4) wurden nach Ausfillung im Tierversuch, der fiir 
Acetylcholin bekanntlich besonders empfindlich ist, iiberpriift. Da 
Acetylcholin im Filtrat so nicht mehr nachweisbar war, erfolgt auch in 
dieser niedrigen Konzentration die Fiallung quantitativ. 

Die Zusammensetzung des gefallten Komplexsalzes entspricht der 
Formel C;H,,ON [B(C,H;),] = Tetraphenyl-bor-cholin bzw. C7H,,0,.N 
[B(C,H;)4] = Tetraphenyl-bor-acetylcholin, gemaB der quantitativen 
Analyse. 

Marquardt, Hirsch und Vogg® haben bei der Isolierung des 
Acetylcholins aus Naturprodukten erneut darauf hingewiesen, daB das 
Acetylcholin in biologischen Aufarbeitungen stets von Cholin begleitet 
ist, denn im tierischen wie im pflanzlichen Gewebe findet sich stets 
Cholin in erheblichem Uberschu8. Alle bisher bekannten Fallungsmittel 
lassen eine direkte Trennung dieser beiden Substanzen nicht zu, sondern 
ergeben Mischkristalle von Cholin und Acetylcholin. Dies trifft auch 
fiir das Tetraphenyl-bor-natrium zu. Wichtig ist es deshalb, hervorzu- 
heben, daB die Fallung des Acetylcholins auch bei CholiniiberschuB 
quantitativ erfolgt. 





4D. Ackermann u. H. Maurer, diese Z. 279, 114 [1943]. 

5 J. Kapfhammer u. K. Bischof, diese Z.191, 179 [1930]; 199, 135 [1931]: 
200, 153 [1931]. 

6° P. Marquardt u. H. Hirsch, diese Z. 289, 131 [1952]; P. Marquardt 
u. G. Vogg, Arzneimittelforsch. 2, 152, 205 [1952]. 
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Das Vorliegen eines Esters des Cholins im Komplexsalz la8t sich 
qualitativ und quantitativ mittels der Ultrarotspektroskopie ermitteln. 
Diese Identifizierung ist auch bei einem grofen CholiniiberschuB (1: 100), 
wie er bei der Isolierung des Wirkstoffes aus biologischem Material die 
Regel ist, moglich. An Hand der Ultrarotspektroskopie lassen sich noch 
Verdiinnungen von 1:5-10° erfassen. 

Der Nachweis des Acetylcholins kann selbstverstandlich auch nach 
Zerlegung des Komplexsalzes in der bisher hierfiir iiblichen Weise unter 
Heranziehung des Tierversuchs durchgefiihrt werden. (Acetylhydroxam- 
siurereaktion nach Hestrin? bzw. der chromatographischen Modi- 
fikation nach Whittacker®.) Die hierfiir notwendige Zerlegung erfolgt 
mit iiberschiissigem QuecksilberII-chlorid unter Abscheidung von 
Phenylquecksilberchlorid nach der Gleichung: 

[(C,H,),B]C;H,,ON + 4HgCl, + 3H,0 = 
4C,H,-HeCl + C,H,,ONCI + 3HCl + B(OH). 


Beschreibung der Versuche 


Fiir die gravimetrischen Bestimmungen und die Léslichkeitsbestimmungen 
wurde eine etwa 0,1-m. waBrige Lésung von Tetraphenyl-bor-natrium verwendet. 
Die waBrige Lésung reagiert annahernd neutral und ist unbegrenzt haltbar. 

Die 10- und 100 mg Cholinchlorid bzw. Acetylcholinchlorid enthaltenden 
Proben werden in etwa 50—100 ccm Wasser gelést. Es wird dabei so viel Essig- 
siure zugegeben, bis die Reaktion eben lackmussauer ist. Unter Umriihren la8t 
man die Reagenslésung im UberschuB8 zutropfen. Den reichlich auftretenden Nieder- 
schlag ]i8t man 24 Stdn. im Eisschrank stehen und filtriert danach durch Por- 
zellanfiltertiegel A, oder Ay. Die Fallung ist vollstandig, wenn auf erneute Reagens- 
zugabe im Filtrat keine Triibung auftritt. Der Niederschlag wird mit Wasser, das 
einige Tropfen Essigsiure enthalt, griindlich ausgewaschen und bei 100° im Trocken- 
schrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Tab. 1. Probeanalyse. 














Substanz Gegeben Romplenads Entspricht 
Cholinchlorid .. . 100; 10mg_ | 301,1; 30,0 mg Cho- | 99,6; 9,92 mg Cholin- 
lin-[B(C,H;)4] chlorid 
Acetylcholinchlorid . 100; 10 mg_ | 253,2; 25,0 mg Ace- | 99,1; 9,78 mg Acetyl- 
tylcholin cholinchlorid 
[B(C.H5) 4] 





Schmelzpunkte nach Umkristallisieren aus Aceton oder Acetonitril (Mikro- 
Schmp.-Apparat nach Kofler): 


Tetraphenyl-bor-cholin bei 219—221° (unkorr.). 

Tetraphenyl-bor-acetylcholin bei 185—187° (unkorr.). 

* C;H,, ON [B(C,H;),] (423,39). Ber. C 82,26; H 8,09; N 3,31. 
Gef. C 82,21; H 8,28; N 3,28. 

* C,H,,0.N [B(H,H;5)4] (465,42). Ber. C 79,99; H 7,80; N 3,01. 
Gef. C 80,25; H 8,08; N 3,03. 


7 §. Hestrin, J. biol. Chemistry 180, 249 [1949]. 
8 V.P. Whittacker u. 8S. Wijesundera, The biochem. Soc. (Brit.) 29th 
Meeting Oxford May 5th, 1951. 
* Den Farbwerken Bayer in Elberfeld haben wir fiir die Durchfiihrung der 
Analysen zu danken. 
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Zur Bestimmung der Léslichkeit der beiden Komplexsalze wurde eine 
Lésung von Cholinchlorid bzw. Acetylcholinchlorid 1:100 hergestellt und jeweils 
um eine Zehnerpotenz weiter verdiinnt und das Reagens in oben beschriebener 
Weise hinzugefiigt, bis kein Niederschlag mehr ausfiel. 

In waBriger Lésung trat bei Cholinchlorid 1-10~° noch eine deutliche Triibung 
auf. Bei weiterer Verdiinnung um eine Zehnerpotenz blieb die entnommene Probe 
vollkommen klar. 





100 


Abb. 1. Ultrarot-Spektren. 
I = Tetraphenyl-bor-cholin, 2-10-? g in 
1 cm? CH,CN, 

II = Tetraphenyl-bor-cholin, 2-10~*g in 
1 cm? CH,CN + Tetraphenyl-bor- 
acetylcholin, 2-10-4 g in 1 cm’ 
CH,CN (1:100), 

- III = Tetraphenyl-bor-cholin, 2-10-*g in 

50 1 cm? CH,CN + Tetraphenyl-bor- 
acetylcholin, 4-10-* g in 1 cm’ 
CH,CN (1:50), 

IV = Tetraphenyl-bor-cholin, 2-10°? g in 
1 cm* CH,CN + Tetraphenyl-bor- 














‘ 
acetylcholin, 2-10-% g in 1 cm* 
. CH,CN (1:10), 
5 V = Tetraphenyl-bor-acetylcholin, 
4 7 2-10-2 g in 1 em® CH,CN. 
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Beim Acetylcholin in einer Verdiinnung von 1-10~* trat noch ein deutlicher 
Niederschlag auf. 

In Athanol war die Léslichkeit etwas gréBer. Cholinchlorid 1-104 gab noch 
einen deutlichen Niederschlag. Beim Acetylcholinchlorid trat bei 5-10~* ein deut- 
licher Niederschlag auf. 

Mischungen von Cholinchlorid und Acetylcholinchlorid 5-10-* und 1-10~4 
fielen quantitativ als Mischkristalle aus. Bei den nicht mehr wagbaren Mengen 
wurde auf quantitative Ausfallung durch Austestung am biologischen Praparat 
(Katze) gepriift. Das Filtrat war jeweils wirkungslos. 

Die Komplexsalze sind in Ather, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff un- 
liéslich, leichter léslich in Methanol und Athanol, sehr gut léslich in Aceton und 
Acetonitril. 
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Die Ultrarotspektroskopie wurde am Perkin-Elmer-Spektralphotometer, 
Modell 21, durchgefiihrt. Gewisse funktionelle Gruppen besitzen spezifische Ab- 
sorptionsbanden, so auch die CO-Gruppe in Estern, die eine intensive Bande in 
der Gegend von 5,7—5,8 uw hat. Als Lésungsmittel fiir die Komplexsalze bewahrte 
sich ausgezeichnet Acetonitril, das im Gegensatz zum Aceton, in dem Tetraphenyl- 
bor-cholin und -acetyl-cholin ebenfalls gut léslich sind, keine CO-Gruppe besitzt. 

Die gelésten Substanzen wurden in Steinsalzkiivetten von 0,94 mm Schicht- 
dicke in den ,,Substanzstrahlengang“‘ gebracht, wahrend sich im ,,Vergleichs- 
strahlengang™ das reine wasserfreie Losungsmittel befand. Abb. 1 zeigt die Analysen- 
ergebnisse**, 

Zur Zerlegung der Komplexsalze wird eine abgewogene Menge des Praparates 
in Acetonwasser (1:1) gelést und mit iiberschiissigem QuecksilberII-chlorid und 
Kochsalz versetzt, um die schwach saure Reaktion des Sublimats durch Komplex- 
bildung zu unterbinden. Vom abgeschiedenen Phenylquecksilberchlorid wird ab- 
filtriert und das klare Filtrat im Vakuum zur Trockene eingeengt. Zur biologischen 
Austestung wird in 0,9-proz. NaCl-Lésung aufgenommen. So erhaltene Praparate 
zeigten im Tierversuch die gleiche Wirkungsstaérke wie die Ausgangslésung von 
Acetylcholin. 


Zusammenfassung 
Tetraphenyl-bor-natrium (Kalignost) eignet sich zur Isolierung von 
Cholin und Acetylcholin. Seine Komplexsalze erlauben noch eine Er- 
fassung in Verdiinnungen von 1:1-10° fiir Cholin und 1:1-10* fir 
Acetylcholin. 


** Herrn Prof. Mecke und Herrn Dr. Raupp danken wir fiir die Aufnahme 
der Ultrarotspektren. 


Zur Kenntnis der Kohlenhydratgruppen des Submaxillarismucins 
und Harnmucoproteids. Die Isolierung von Neuraminsaéure 
als Spaltprodukt 


Von 
E. Klenk und K. Lauenstein 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6éIn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1952) 


Im Jahre 1936 hat Blix! aus Submaxillarismucin eine kristallisierte, 
kohlenhydratartige Verbindung von ausgesprochen sauren Eigenschaften 
erhalten, welche beim Erhitzen mit verdiinnten Sauren unter intensiver 
Huminbildung sich zersetzt und mit Ehrlichs Aldehydreagens auch ohne 
Vorbehandlung mit Alkali Rotfairbung zeigt. Die Verbindung, welcher 
die Formel C,,H,,;0,,N* zukommen soll, wurde als ein Kondensations- 
produkt aus je einem Mol. acetyliertem Hexosamin und Desoxyhexuron- 


* In der Originalarbeit ist irrtiimlicherweise die Formel C,,H,,0,,N an- 
genommen worden. 
1 G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 291 ll 
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siiure angesprochen”. Die einzelnen Priiparate hatten jedoch eine sehr 
schwankende elementare Zusammensetzung (42,62—44,70% C, 6,11 
bis 6,61% H und 3,68—4,41% N). Die Ausbeute war sehr gering und 
betrug nur 0,075—0,150% des Mucins. Die Verbindung ist, soweit er- 
sichtlich, seitdem nie wieder dargestellt worden. Hiyama? ist die Dar- 
stellung nach der von Blix gegebenen Vorschrift nicht gelungen. 

Diese Blixsche disaccharidartige Verbindung gleicht in einigen 
ihrer Eigenschaften der einige Jahre spiter von dem einen‘ von uns 
aus den Gangliosiden in Form ihrer stabilen Methoxylverbindung iso- 
lierten Neuraminsaure. Auf die Méglichkeit des Vorhandenseins derselben 
kohlenhydratartigen Gruppe in den Gangliosiden und mancher Muco- 
proteide, vor allem dem Submaxillarismucin haben Blix? sowie Blix 
und Mitarbb.® ® schon wiederholt hingewiesen. Es ist ihnen aber bisher 
nicht gelungen, einen eindeutigen Beweis dafiir zu erbringen. 

Wir haben nun versucht, in aihnlicher Weise wie bei den Ganglio- 
siden das so iiberaus leicht zersetzliche Spaltstiick des Submaxillaris- 
mucins in Form der stabilen Methoxylverbindung zu fassen. Bei der 
Spaltung von Mucin mit wasserfreier methanolischer Salzsiéure geht eine 
Substanz, die ebenso wie die Neuraminsiure die Bialsche Reaktion mit 
roter Farbe gibt, in Lésung. Wir konnten sie daraus in einer Ausbeute 
von 3,5°% des gespaltenen Mucins in kristallisierter Form gewinnen. Sie 
war in jeder Hinsicht mit der seinerzeit aus den Gangliosiden isolierten 
Methoxylverbindung der Neuraminsiure identisch. Mit Hilfe der colori- 
metrischen Methode von Klenk und Langerbeins’ ergab sich im 
Mucin ein Neuraminsauregehalt von 10—11°%. 

Auch aus dem Mucoproteid des menschlichen Harns lieB sich auf 
diese Weise ohne Schwierigkeiten die Neuraminsiaure in Form der kristal- 
lisierten Methoxylverbindung gewinnen. Dieser Befund verdient insofern 
einiges Interesse, als nach Gottschalk? durch das Influenzavirus- 
Enzym ein niedrigmolekulares Kohlenhydrat abgespalten wird, das sich 
beim Erhitzen mit Sauren unter Huminbildung leicht zersetzt und mit 
dem Ehrlichschen Aldehydreagens eine intensive Rotfarbung gibt. Die 
Vermutung liegt nahe, daB hier Neuraminsiure vorgelegen hat. Da das 
Harnmucin die himagglutinierende Wirkung des Virus stark hemmt, 
der hemmende Einflu8 mit der fermentativen Abspaltung dieses Bau- 
steines dagegen wieder verschwindet, wird man den Neuraminsaurerest 
in dem Mucinmolekiil auch als Haftstelle fiir das Virus ansehen diirfen. 

Blix, Svennerholm und Werner stellen in ihrer neuesten Ver- 
éffentlichung® zusammenfassend fest, dai in den Gangliosiden ebenso 





G. Blix, Skand. Arch. Physiol. 80, 46 [1938]. 
N. Hiyama, Tohoku J. exp. Med. 51, 319 [1949]. 
KE. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]; siehe auch 288, 216 [1951]. 
G. Blix, L. Svennerholm u. I. Werner, Acta chem. Scand. 4, 717 [1950]. 
+, Blix, L. Svennerholm u. I. Werner, Acta chem. Scand. 6, 358 [1952]. 
). Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
A. Gottschalk, Nature [London], 167, 845 [1951]. 
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wie im Submaxillarismucin eine disaccharidartige Substanz vorkommt, 
fiir welche sie jetzt den Namen Sialinsiiure einfiihrten. Es sei hierzu be- 
merkt, da das Vorkommen dieser sog. Sialinséiure in den Gangliosiden 
nur auf Grund von mehr oder weniger unspezifischen Farbreaktionen 
vermutet wurde. Sialinséiure ist bisher noch nie aus Gangliosiden 
isoliert worden. Demgegeniiber kann nach den vorliegenden Befunden 
kein Zweifel bestehen, daB die in den Gangliosiden vorkommende Neu- 
raminsiure auch ein Bestandteil der Kohlenhydratgruppe des Sub- 
maxillarismucins und anderer Mucine ist. Um zu klaren, in welcher Be- 
zichung Blixs Sialinséure zur Neuraminsiure steht, wire es notwendig, 
fiir die erstere, um sie etwas genauer charakterisieren zu k6nnen, eine 
einwandfreie Darstellungsmethéde auszuarbeiten. Es handelt sich hier 
um eine bis jetzt noch ungentigend charakterisierte Substanz. Dies geht 
schon aus der Tatsache hervor, daB verschiedene Priaparate eine sehr 
schwankende Zusammensetzung* zeigten und da die schon im Jahre 
1936 beschriebene kristallisierte Substanz noch im Jahre 1950 als ein 
hexosaminhaltiges Disaccharid ‘angesprochen wurde. Dagegen ist von 
dem einen von uns‘ schon vor iiber 10 Jahren gezeigt worden, daB die 
Neuraminsaure keines der bekannten Hexosamine als Bestandteil enthalt. 


Darstellung des Ausgangsmaterials 


Submaxillarismucin. Aus 2,2 kg frischen, von Fett und Bindegewebe 
befreiten Rinder-Submaxillardriisen stellten wir nach der Vorschrift von Ham- 
marsten- Blix! 37 g Roh-Mucin dar. 

5,130 (3,900) mg Sbst.: 4,02 (3,04) cem n/100-HC] (Mikro-Kjeldahl). — 
0,223 (0,270) mg Sbst.: d = 5 cm, E = 0,440 (0,498), entspr. 24 (27) y Neuramin- 
siure (Neuraminsaure-Best. nach Klenk und Langerbeins’”). — 3,790 (4,230) mg 
Sbst.: 10 (10)-cem-MeBkélbchen, davon 4 (4) cem: 1,84 (2,08) cem n/200-KJOs, 
entspr. 0,265 (0,295) mg Galaktose (nach Spaltung mit 10-proz. HCl Zucker nach 
Somogyi® bestimmt). 

Gef. N 10,97 (10,91)% ; Neuraminsaure 10,8 (10,0)°/,); Zucker (ber. als Galak- 
tose) 17,5 (17,5) %. 

Fast weiBe, pulverige Substanz. 

Harnmucin. Wir benutzten eine fiir unsere Zwecke etwas abgeanderte 
Vorschrift von Tamm und Horsfall'®, die diese Autoren zur Darstellung eines 
Virus-Hamagglutination-Hemmstoffes aus Harn entwickelt hatten. 

Frischer Harn von Normalpersonen wurde mit dem gleichen Volumen dest. 
Wasser verdiinnt. Nach Zugabe von 0,58 Mol Kochsalz wurde der Harn 24 Stdn. 
bei 2—4° stehengelassen. Durch Zentrifugieren erhielt man jetzt einen schmutzig- 
weiBen Niederschlag, der zweimal mit 0,58-m.Kochsalz gewaschen wurde. Der 
Niederschlag wurde dann so gut wie méglich in dest. Wasser gelist und im Eis- 
schrank gegen dest. Wasser solange dialysiert, bis die AuBenfliissigkeit frei von 
Chlorionen war. Vom Hiilseninhalt wurde dann das Ungeléste abzentrifugiert und 
die iiberstehende, triibe, fadenziehende Fliissigkeit im gefrorenen Zustand ge- 
trocknet. Aus 180 1 Harn gewannen wir so 3,3 g Roh-Mucin. 

* Anm. b. d. Korr.: Wie uns soeben Herr Prof. Blix mitteilt, hat er 
jetzt das Darstellungsverfahren wesentlich verbessert und eine Substanz von 
folgender elementarer Zusammensetzung erhalten: C 43,94°/,, H 6,45°/,, N 3,71°/,. 

® M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 

10 1.G. Tamm u. F. L. Horsfall jr., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 108 [1950]. 
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2,881 (2,263) mg Sbst.: 2,105 (1,670) ccm m/100-HCl. — 0,770 (0,787) mg 
Sbst.: d= 5 cm, E = 0,788 (0,717), entspr. 44 (39) y Neuraminsaure. — 4,669 
(6,498) mg Sbst.: 10 (10)-cem-MeBkélbchen, davon 5 (3) ccm: 3,59 (3,00) ccm 
n/200-KJO,, entspr. 0,500 (0,428) mg Galaktose. 

Gef.: N 10,23 (10,33) %; Neuraminsaure 5,7 (5,0) %; Zucker (ber. als Galak- 
tose) 21,4 (22,0) %. 

Hellgraue, pulverige Substanz. 


Die Isolierung der Neuraminsaure 


a) AusSubmaxillarismucin. Es wurde mit einigen kleinen Abanderungen, 
die durch die andersartigen Spaltprodukte bedingt waren, nach der von Klenk4 
fiir die Darstellung der Neuraminsdéure aus Gangliosiden angegebenen Arbeits- 
weise verfahren. 

6 g Submaxillarismucin wurden in 150 ccm 5-proz. methanolischer Salzsaéure 
suspendiert und im Bombenrohr 3 Stdn. bei 105° gespalten. Vom Rohrinhalt fil- 
trierte man den ungelésten EiweiBrest ab, der auf dem Filter gut mit Methanol 
ausgewaschen wurde. 2,02 g EiweiBrest oder 34% des gespaltenen Mucins. 

3,0 mg Sbst.: Eigenfarbe des Reagens. — 5,061 (4,620) mg Sbst.: 4,650 
(4,215) cem n/100-HCI. 

Gef.: Neuraminséure nicht nachweisbar; N 12,86 (12,77)%. Probe von 
Molisch: nach langerem Stehenlassen angedeutet positiv. Biuretprobe: rotviolette 
Farbe. 

Das braune Filtrat (294 ccm) enthielt 867 (882) mg Neuraminséure oder 
14,6% des gespaltenen Mucins [0,05 (0,05) cem auf 5 (5) ccm mit Wasser auf- 
gefiillt, davon 1 (1) ccm zur Bestimmung: d = 5cm, E = 0,552 (0,558), entspr. 
29,5 (30) y Neuraminsaure]. 

Auch in zwei Parallelversuchen fanden wir nach der Spaltung in der methano- 
lischen Lésung einen etwas héheren Neuraminsaurewert als bei der Bestimmung 
am ungespaltenen Mucin (10—11%). 

Das Filtrat wurde im Vakuum bis zum Sirup eingeengt. Den Riickstand 
nahm man zur groben Entfernung der Salzsiiure zweimal in etwas Methanol auf 
und engte jedesmal erneut ein. Der Sirup wurde in 90 ccm Methanol gelést und der 
gréBte Teil der Chlorionen durch Zugabe von heiBgesattigter methanolischer Blei- 
acetat-Lésung in kleinem Uberschu8 entfernt. Das Bleichlorid wurde nach 1/, stdg. 
Stehenlassen abgenutscht, aus dem Filtrat die Bleiionen mit Schwefelwasserstoff 
gefallt und das Bleisulfid hei8 abgenutscht. Der Sulfidniederschlag wurde mit 
heiBem Methanol nachgewaschen. Aus dem Filtrat destillierte man nun das Lésungs- 
mittel im Vakuum ab. Der braune Riickstand wurde in 20 ccm Wasser gelost. 
Die Lésung machte man mit Barytwasser gut alkalisch und engte sie im Schalchen 
1 Stde. auf dem siedenden Wasserbad ein. Jetzt wurde das iiberschiissige Barium- 
hydroxyd mit CO, gefallt, die Lésung kurz erhitzt und abgenutscht. Das Filtrat 
engte man auf dem Wasserbad bis zur Trockne ein. Der Riickstand wurde in 
etwa 10 ccm Methanol aufgenommen (keine klare Lésung) und die Bariumsalze 
mit viel Aceton (100—150 ccm) gefallt und abgesaugt. Nach nochmaligem Um- 
fallen mit Aceton wurde die Substanz getrocknet. Aus den vereinigten Aceton- 
lésungen destillierte man im Vakuum das Liésungsmittel ab, nahm den Riickstand 
in 20cem Wasser auf und behandelte noch einmal wie oben mit Barytwasser. 
Hieraus gewannen wir eine weitere Menge Bariumsalz der Neuraminsaure. 

(Aus den Acetonlésungen erhielten wir durch Abdestillieren des Lésungs- 
mittels die Zuckerfraktion. 1,12 g braune, hygroskopische Substanz.) 

Die vereinigten Bariumsalze wurden in 20 cem Wasser gelést. Aus der Losung 
fallte man das Barium mit einem kleinen Uberschu8 von n-Schwefelsiure und 
saugte das Bariumsulfat iiber Kieselgur ab. Zur Entfernung der Essigsiure wurde 
die Lésung 12—20 Stdn. mit Ather im Lindschen Apparat extrahiert. Zur Bindung 
der Essigséure gab man ein Stiickchen gebrannten Kalk in den Siedekolben. Nach 
Entfernung des Athers im CO,-Strom wurde mit etwas Tierkohle versetzt und 


filtriert. Das Filtrat" blieb dunkelbraun. Die Farbung ist durch EiweiBspaltprodukte 
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bedingt, die anscheinend als Bariumsalze die Neuraminsaure begleiten und erst 
spiter abgetrennt werden. Nachdem das Filtrat mit Barytwasser bis zur stark 
alkalischen Reaktion versetzt worden war, entfernte man das iiberschiissige Barium - 
hydroxyd mit CO,, engte die Lésung auf dem siedenden Wasserbad bis ungefahr 
zur Halfte ihres Volumens ein und saugte das Bariumsulfat und -carbonat ab. 
Das Filtrat wurde dann auf dem Wasserbad ganz eingedampft und der Riickstand 
im Exsiccator getrocknet. Die Substanz nahm man nun in wenig Methanol unter 
Zerreiben mit einem kleinen Pistill auf und fallte die Bariumsalze mit Aceton (die 
Acetonlésung enthielt noch eine kleine Menge Zucker). Die getrocknete Substanz 
léste man in 14 ccm Wasser. Die Lésung enthielt jetzt noch 679 (672) mg Neuramin- 
siure oder 11% des gespaltenen Mucins [0,1 com im 100-ccm-MeBkolben bis zur 
Marke aufgefiillt, davon 1 (1) ccm zur Bestimmung: d = 5 cm, E = 0,857 (0,851), 
entspr. 48,5 (48) y Neuraminsiure]. 

Nachdem das Barium mit einem geringen Uberschu8 von n-Schwefelsaure 
entfernt worden war, fallte man die noch nicht véllig entfernten Chlorionen mit 
einer heiBgesattigten Silbersulfatlésung und die Silberionen mit Schwefelwasser- 
stoff. Nach Alkalisieren mit Barytwasser und Entfernung des iiberschiissigen 
Bariumhydroxyds mit CO, konzentrierte man die Lésung auf dem Wasserbad auf 
etwa 10 ccm, saugte das Bariumcarbonat ab und fallte aus dem Filtrat das Barium 
mit einem geringen Uberschu8 von n-Schwefelsaiure und anschlieBend die Schwefel- 
siure sehr vorsichtig mit 1:10 verd. Barytwasser, so daB zum SchluB ein ganz 
geringer Uberschu8 von Barium blieb. Die jeweiligen Niederschlage wurden iiber 
Kieselgur abgesaugt. Die Lésung wurde jetzt in gefrorenem Zustand auf 4—5 ccm 
eingeengt und zur Entfernung des letzten Restes Barium iiber eine mit Salzsaure 
und Wasser ausgewaschene Saule von Lewatit C (Kationenaustauscher, Bayer- 
Leverkusen). geschickt. Die Saule wurde gut nachgewaschen. Das lackmussaure 
_ Filtrat wurde wieder eingefroren und getrocknet. 1,62 g hellbraune Substanz. 

Ungefaihr 60—70% dieser Substanz besteht aus braunen, stickstoffreichen 
Verunreinigungen, zu deren Entfernung man die Substanz mit dem 6-fachen Vol. 
Athanol versetzte und im Wasserbad auf etwa 70° erhitzte. Jetzt wurde tropfen- 
weise solange Wasser zugegeben, bis die braune Schmiere in Lésung ging. Dabei 
setzte sich die Neuraminsaure als weiBer kristalliner Niederschlag ab. Nach Ab- 
kiihlen auf Zimmertemperatur saugte man die Kristalle ab und behandelte sie noch 
einmal mit Athanol-Wasser wie oben in der Hitze. Wenn man etwas mehr Wasser 
als zur Lésung erforderlich zugibt, bekommt man reinere Praparate. Die Kristalle 
(I) wurden zum Schlu8 auf der Nutsche nacheinander mit Athanol-Wasser (2:1 
Vol.-Tle.), Athanol und Ather nachgewaschen und getrocknet. 0,23 g. 

Die Substanz léste man jetzt unter gelindem Erwarmen in 1—2 ccm Wasser 
und versetzte mit dem 4—5-fachen Volumen Athanol. Beim Reiben mit dem Glas- 
stab begann die Saure auszukristallisieren. Die Kristallisation wurde durch spatere 
Zugabe von Ather im Eisschrank vervollstandigt. 0,21 g. Das entspricht 3,5% 
des gespaltenen Mucins bzw. 34% der im Mucin vorhandenen Gesamtmenge. 

Zur Analyse wurde die nochmals aus méglichst wenig Wasser umkristallisierte 
Substanz im Hochvakuum iiber P.O, bei 65° getrocknet (5,204 mg Sbst.: 0,799 mg 
Gewichtsverlust). 4,405 mg Sbst.: 6,855 mg CO,, 2,740 mg H,O und 0,006 mg 
Riickstand. — 6,280 (5,347) mg Sbst.: 2,12 (1,79) cem n/100-HCI. 


C,,H,,0,N (311,29). Ber. C 42,44, H 6,80, N 4,50. 
Gef. C 42,51, H 6,97, N 4,73 (4,69). 


Neuraminsaure-Bestimmung: 19,4 (24,6) y Sbst.: d=5cm, E = 0,491 
(0,584). Die E-Werte stimmen mit den von Klenk‘ angegebenen Werten iiberein. 
Rein weiBe, aschefreie Substanz. Probe von Molisch: negativ. Trommersche 
Probe: negativ. Bei der Hexosaminbestimmung (nach Elson und Morgan, 
modifiziert von Blix!) auch nach langerem Stehenlassen keine Rotfarbung. Die 
Substanz wandert papierchromatographisch als umschriebener Fleck auf der Hohe 


UG. Blix, Acta chem. Scand. 2, 467 [1948]. 
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der aus Gangliosid dargestellten Neuraminséure. Die Substanz verkohlt im Réhr- 
chen bei etwa 200°, ohne vorher zu schmelzen. 

Spez. Drehung: 57,544 mg der im Hochvakuum bei 65° iiber P.O; getrock- 
neten Substanz zu 1,6189 g in Wasser gelést, ¢ = 3,555, Drehung im 0,5-dm-Rohr 

—0,98°, 
[ a = —55,1°; 
fiir die aus Gangliosid dargestellte Saure wurde gefunden?: 
[x]?! = —55,0°, bzw. [+]f,’ = — 54,91°. 

Aus den Mutterlaugen von I wurde durch Abdestillieren des Losungsmittels 
eine hellbraune Substanz (1,28 g) gewonnen, die 20° Neuraminsaure, 3—4% 
Aminozucker, und mehrere noch nicht naher identifizierte N-reiche Substanzen 
enthielt. 

b) Aus dem Mucoproteid des Harns. 3,21 g Harnmucin wurden wie 
beim Submaxillarismucin angegeben, gespalten und behandelt. Der EiweiBrest 
war entsprechend der Unreinheit des Praparates gréBer (1,72 g oder 54% des 
gespaltenen Mucins). Menge der aus den Acetonlésungen gewonnenen Zucker- 
fraktion: 0,59 g. Die nach der Entfernung der Bariumionen mit Hilfe der Lewatit- 
siule anfallende Substanz enthielt 129 mg Neuraminsiiure oder 4% des gespaltenen 
Mucins. Nach dem verlustreichen Abtrennen der stickstoffreichen Verunreinigungen 
und anschlieBender Umkristallisation aus wasserigem Athanol betrug die Ausbeute 
an kristalliner Substanz 23 mg. Das entspricht 0,7° des gespaltenen Mucins oder 
14°% der im Mucin vorhandenen Neuraminsaure. Rein weifBe, aschefreie Substanz. 
Sie verkohlt im Réhrchen bei 200° ohne vorher zu schmelzen. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 65° im Hochvakuum iiber P.O; getrocknet 
(5,194 mg Sbst.: 0,786 mg Gewichtsverlust). 4,408 mg Sbst.: 6,850 mg CO,, 
2,790 mg H,O und 0,010 mg Riickstand. — 4,467 mg Sbst.: 1,415 cem n/100-HCI. 

C,,H,,0,N (311,29). Ber. C 42,44, H 6,80, N 4,50. 

Gef. C 42,48, H 7,10, N 4,43. 


Neuraminsaure-Bestimmung: 33,5 (33,5) y Sbst.: d 5em, E 0,765 
(0,815). Die E-Werte stimmen mit den von Klenk! angegebenen iiberein. 

Spez. Drehung: 10,976 mg Sbst. zu 654,75 mg in Wasser gelost, c = 1,676, 
Drehung im 1-dm-Rohr = —0,91°. 


[x]? — —54,3°. 


D 


Wegen der kleinen Substanzmenge mufte die Messung in einem sehr dunklen 
Kapillarrohr vorgenommen werden. Der Ablesefehler war deshalb ziemlich groB 
und der angegebene Wert dementsprechend nicht sehr genau. 


Zusammenfassung 
Aus Submaxillarismucin wurde Neuraminsdéure in Form ihrer 
kristallisierten Methoxylverbindung in einer Ausbeute von 3,5% des 
Ausgangsmaterials isoliert. Dieselbe kristallisierte Verbindung wurde 
auch aus dem Mucoproteid des menschlichen Harns gewonnen. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 








ber; 
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Uber ein anticancerogenes synthetisches Antigen aus Gelatine 
(Antigene und Krebs; IX. Mitteilung') 
Von 


Fritz Micheel 
(mitbearbeitet von Rosemarie Hacker und Elisabeth Schallenberg) 


Aus dem Organisch-chemischen Institut der Universitaét Miinster (Westf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1952) 


In den friitheren Mitteilungen dieser Reihe wurde iiber die weit- 
gehende Unterbindung des Auftretens von Benzpyren-Tumoren bei der 
weifen Maus durch natiirliche und kiinstliche Antigene berichtet. Es 
gelang, die Tumorrate, die bei einem Benzpyrendepot von 1 mg bei der 
Maus etwa 80—90° betragt, auf 20—30°% herabzusetzen. Dieser Effekt 
lief sich durch regelmaBige Antigengaben erzielen, wahrend nicht-anti- 
gene EiweiBstoffe, wie Gelatine und das durch Reduktion der S—S-Bin- 
dungen in seiner hormonalen Wirkung unwirksam gemachte Insulin 
keinen nennenswerten EinfluB auf die Krebsrate hatten?. Wurde jedoch 
durch Einfiihrung eines O-Glucosido-tyrosyl-Restes die Gelatine in ein 
Antigen verwandelt, so ergab sich mit diesem Praparate, das im Gegen- 
satz zur Gelatine ein Antigen ist?, eine abnliche, wenn auch nicht ganz 
so starke Senkung der Rate wie bei natiirlichen Antigenen”. Inzwischen 
haben wir eine Reihe weiterer synthetischer Antigene aus Gelatine her- 
gestellt, von denen sich die N-Carbobenzoxy-l-tyrosyl-gelatine* 
als besonders starkes Antigen erwies. Ihre Darstellung und immunolo- 
gische Untersuchung wird in einer anderen Mitteilung® beschrieben. 
Wir haben diesen Stoff (im folgenden als C. T. G. benannt) auf seine 
Fahigkeit, die Bildung von Benzpyren-Tumoren bei der Maus zu ver- 
hindern, gepriift und gefunden, daf er, entsprechend den Erwartungen, 
wie die besten bisher von uns untersuchten natiirlichen Antigene, die 
Tumorbildung verhindern kann. Wie die Tabelle im Versuchsteil zeigt, 
betragt die Tumorrate nach 180 Tagen 29%, liegt also in der gleichen 
GréBenordnung wie beim Pferdeserum-Albumin (30°) ®. Demgegeniiber 
zeigen nicht mit Antigen*behandelte Kontrollen eine durchschnittliche 
Tumorrate von 80—90°%; diese liegt in der gleichen GroBenordnung, 
wie die der mit dem Nichtantigen Gelatine behandelten Tiere (80—90°%)°®. 








Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeiten. 
1 VIII. Mitteilung, diese Z. 282, 118 [1947]. 
V. Mitteilung, diese Z. 275, 258 [1942]. 
Clutton, Harington u. Guill, Biochem. J. 32, 1111 [1938]. 
Dissertation A. Beckmann, Miinster 1949. 

5 Dissertation E. Schallenberg, Miinster 1952; F. Micheelu. E. Schallen- 
berg, diese Z. 291, 87 [1952]. 

§ Vgl. auch die Daten in den friiheren Mitteilungen. 


=> © 
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Versuche 


Die Darstellung der N-Carbobenzoxy-tyrosyl-gelatine (C. T.-Gelatine) wird 
anderen Orts beschrieben*. Die Versuchsmiuse erhielten an der linken Seite in 
der iiblichen Weise subcutan ein Depot von zweimal je 0,5 mg Benzpyren, gelost 
in 0,2 cem Olivenél, im Abstande von 7 Tagen. Gleichzeitig erhielten sie zweimal 
wochentlich auf der rechten Seite subcutan 15 y des Antigens in 0,2 cem Wasser 
fiir die gesamte Dauer der Versuchsreihen. 


Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse. 





Antigen Befund nach 180 Tagen | gestorben 
bis zum 


Zahl und - frei von | 100. Tage 
Menge ! Dauer der Tumortrager | ‘Tumoren ohne 


Gaben Zahl | % ‘| Zahl | YE Tumor 








CTG {2 x wéchentl. i P 
15 y 180 Tage 16 29 39 71 


Pferde- 

serum- |2 x wéchentl. 

albumin | 180 Tage 
10 y 











a 








Gelatine |2 x woéchentl. 
15 y 





























Bd. 291 (1952) 


Uber das Vorkommen von Acetalphosphatiden in Bakterien 
I. Tuberkelbakterien 
Von 
P. Bohm 
Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Bonn, Direktor: Prof. Dr. P. Martini 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. August 1952) 


Die Acetalphosphatide (Plasmalogen) unterscheiden sich nach 
Feulgen und Bersin?! von den anderen Phosphatiden (Esterphospha- 
tiden) durch die Aldehydkomponente (Plasmal), die in Acetalbindung 
mit dem Glycerin-phosphorsaure-colaminester steht. Diese Aldehyde, 
bisher sind Palmital, Stearal, cis-4!.-Octodecanal und _ cis-4°-Octo- 
decanal? nachgewiesen, geben eine starke Farbreaktion mit fuchsin- 
schwefliger Saure. Mit dieser Reaktion (Plasmalreaktion) haben Stepp, 
Feulgen und Voit*® sowie Imhiauser* schon vor etwa 25 Jahren aus- 
gedehnte Untersuchungen tiber das Vorkommen der Acetalphosphatide 
vorgenommen. Sie fanden Acetalphosphatide in allen Organen des 
Menschen und des Tierreiches und konnten ihr Vorkommen in den ver- 
schiedenen Tierarten bis hinab zu den Protozoen verfolgen. In pflanz- 
lichen Geweben konnten sie jedoch Acetalphosphatide nicht mit Sicher- 
heit nachweisen. 

Untersuchungen iiber das Vorkommen von Acetalphosphatiden 
in Bakterien liegen unseres Wissens noch nicht vor. 

Da die Acetalphosphatide fast immer mit den anderen Phosphatiden 
— sie betragen z. B. im Gehirn etwa 10—15% der Gesamtphosphatide 
— vergesellschaftet vorkommen, schienen die phosphatidreichen 
Tuberkelbakterien zur Untersuchung sehr geeignet. In dem umfang- 
reichen Schrifttum tiber die chemische Zusammensetzung der Tuberkel- 
bakterien konnten wir keine Hinweise fiir Untersuchungen in dieser Rich- 
tung finden. 

Interessant schien ferner die Frage des Vorkommens von Acetal- 
phosphatiden gerade in Tuberkelbakterien deshalb zu sein, weil in letzter 
Zeit die Thiosemicarbazone therapeutisch bei Tuberkulose Anwendung 
finden. Das Thiosemicarbazid bildet ja, wie Feulgen und Behrens® 
zeigen konnten, mit den Aldehyden der Acetalphosphatide sehr leicht 
eine schwerlésliche Verbindung, so daB man daran denken kénnte, daB 
hier vielleicht ein Angriffspunkt der Thiosemicarbazon-Wirkung auf die 
Tuberkelbakterien liegen kénnte. 


1 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 

* F. Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. 

3 W. Stepp, R. Feulgen u. K. Voit, Biochem. Z. 181, 284 [1927]. 
4 K.Imhauser, Biochem. Z. 186, 360 [1927]. 

5 R. Feulgen u. M. Behrens, diese Z. 177, 221 [1928]. 
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Untersucht wurden zuerst abgetétete Tuberkelbakterien vom Typ 
bovinus. Sie wurden nacheinander mit Aceton, Ather und Chloroform- 
Methylalkohol (1:3) hei® extrahiert. In keinem Extrakt konnte Plasmal 
sicher nachgewiesen werden. Wir versuchten deshalb, eventuell vorhan- 
dene Aldehyde durch Uberfiihrung in die Dimethylacetale und Ab- 
trennen der verseifbaren Anteile anzureichern. Jedoch war in dem Un- 
verseifbaren der Plasmalwert so gering, da Dimethylacetale nur in 
ganz geringen Mengen vorgelegen haben kénnen. 

Da die Moéglichkeit bestand, daB die Aldehyde bei der Abt6tung der 
Bakterien zerst6rt worden sind, haben wir in gleicher Weise eine kleinere 
Menge nicht abgetéteter Tuberkelbakterien vom Typ humanus extra- 
hiert. Die Extrakte zeigten jedoch keine stirkere Plasmalreaktion als 
die Extrakte der abgetéteten Bakterien. 

Acetalphosphatide (oder eine ahnliche plasmalhaltige Substanz) 
kommen demnach in Tuberkelbakterien in nennenswerter Menge nicht 
vor, jedoch konnten geringe Spuren von plasmalreaktiongebender Sub- 
stanz gefunden werden. 


Methodik 


Bei den Untersuchungen wurden nur reinste Lésungsmittel sowie mit Chloro- 
form gereinigtes Filtrierpapier verwendet. Die quantitative Bestimmung der 
Acetalphosphatide erfolgte im wesentlichen in der von Feulgen, Boguth und 
Andresen® angegebenen Weise. Als Testsubstanz nahmen wir aus Gehirnphospha- 
tiden dargestellte ‘reine Dimethylacetale?»’. Die photometrischen Messungen 
erfolgten mit dem Beckman-Spektrophotometer. 

Die untersuchten Tuberkelbakterien* vom Typ bovinus waren 10 Wochen 
bei 37° C auf Fleischextrakt-Glycerin-Bouillon im Oberflichenwachstum geziichtet 
worden. Sie wurden bei 105°C/0,2 atii iiver 20 Min. abzetdtet und uns unter 
Alkohol tibersandt. Die feuchte Bakterienmasse wurde nacheinander mit heiBem 
Aceton, heiBem Ather und heiSem Chloroform-Methylalkohol (1:3) extrahiert. 
In der folgenden Tabelle sind die erhaltenen Fraktionen und ihr Plasmalgehalt auf- 
gefiihrt: 





Dimethylacetalt 


0/ 
/O 
Aufbewahrungsalkohol .. . y 0 
Aceton-Extrakt. ..... . : 0 
Ather-Extrakt y 0 

0 

0 


Fraktion 





Chloroform-Methanol-Extrakt 
Extrahierter Bakterien-Riick- 








+ Plasmalgehalt berechnet als Dimethylacetal, d.h. reine Dimethylacetale 
aus Gehirn als 100% festgesetzt. 


Die in wiederholten Bestimmungen erhaltenen geringen Plasmalwerte liegen 
méglicherweise innerhalb der Fehlergrenze der Methode. Deshalb wurde, um evtl. 


® R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

7 E. Klenk u. P. Bohm, diese Z. 288, 98 [1951]. 

* Fiir die Uberlassung der Tuberkelbakterien sind wir den Farbwerken 
Héchst zu besonderem Dank verpflichtet. 





Bd. 291 (1952) Uber das Vorkommen von Acetalphosphatiden in Bakterien I 157 


geringe Mengen von Aldehyden anzureichern, in der bei Klenk und Béhm’ an- 
gegebenen Weise mit trockner 2-proz. methanolischer Salzséure gespalten, um 
nach der Verseifung die unverseifbaren Anteile, unter denen sich die Dimethyl- 
acetale befinden miiBten, zu erhalten. Die so aus dem Acetonextrakt erhaltene 
Fraktion (42 mg) bestand nur zu 0,5% aus Dimethylacetal, wie die quantitative 
Bestimmung ergab. Aus den vereinigten Ather- und Chloroform-Methylalkchol- 
extrakten wurde eine Fraktion (100 mg) gewonnen, die nur zu 0,3% aus 
Dimethylacetal bestand. 

Ferner wurden aus oben angefiihrtem Grunde nicht abgetétete frische Tuberkel- 
bakterien untersucht. Es handelt sich um Tuberkelbakterien vom Typ humanus, 
die 8 Wochen auf Sauton-Nahrboden in Oberflachenwachstum bei 37° C geziichtet 
wurden*. Die abfiltrierten Bakterien wurden in gleicher Weise, wie oben beschrieben, 
nacheinander mit hei8em Aceton, Ather und Chloroform-Methylalkohol extrahiert, 
jedoch wurden wegen der geringen Ausbeute die drei Extrakte vereinigt: 0,175 g 
(0,1% Dimethylacetal). Die Menge der Tuberkelbakterien nach der Extraktion 
betrug 0,379 g (0% Dimethylacetal). Die Extrakte der lebenden Tuberkelbakterien 
zeigten also keine starkere Plasmalreaktion als die Extrakte der abgetéteten 
Tuberkelbakterien. 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 
Es wurden abgetétete und nicht abzetétete Tuberkelbakterien auf 
thren Acetalphosphatii-(Plasmalogen-)G2halt hin untersucht. Acetal- 
phosphatide kommen in Tub2rkelbakterien in nennenswerten Mengen 
nicht vor, jedoch konnten geringe Spuren von plasmalreaktiongebender 
Substanz gefunden werden. 


* Fiir die Ziichtung der Tuberkelbakterien bin ich Herrn Dr. med. Vor- 
laender zu besonderem Dank verpflichtet. 


Nachweis der Atmungsketten-Phosphorylierung 
in Chlorella pyrenoidosa 


Von 


Nepomuk Zéllner 
Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Miinchen, Biochemische Abteilung} 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22, August 1952 *) 


Der Vorgang der aeroben Phosphorylierung, jene den Atmungs- 
prozeB begleitende Bildung der energiereichen Pyrophosphatbindung von 
ATP!, laBt sich auf zwei getrennte Prozesse zuriickfiihren, die in unserem 
Laboratorium mit Substrat-Phosphorylierung und Atmungs- 
ketten-Phosphorylierung bezeichnet werden?. Von beiden ist fiir die 


* Uber die vorliegende Untersuchung wurde am 29. 8. 1951 auf der Tagung 
der Physiologisch-chemischen Gesellschaft in Mainz vorgetragen. 
ATP = Adenosintriphosphat. 
2 F. Lynen u. H. Holzer, Liebigs Ann. Chem. 5638, 213 [1949]; F. Lynen u. 
R. Koenigsberger, Liebigs Ann. Chem. 573, 60 [1951]. 


12* 
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Knergetik des Atmungsvorgangs der zweite Vorgang weitaus bedeutungs- 
voller, weil iiber ihn die Energie der Wasserbildung, wie sie bei der 
Vereinigung der aus den Atmungssubstraten abgelésten Wasserstoff- 
atome mit dem Sauerstoff zustandekommt, in energiereichen Phosphat- 
bindungen festgelegt werden kann. Die Atmungsketten-Phosphory- 
lierung ist bisher in tierischen Geweben®, in der Hefe? und in T'hiobacillus 
thioorydans* nachgewiesen worden. Im Zusammenhang mit Unter- 
suchungen tiber die Photosynthese erschien die Frage nach ihrem Vor- 
kommen in griinen, zur Assimilation befaihigten Pflanzen von besonderem 
Interesse, weshalb ich auf Anregung von Professor F. Lynen ent- 
sprechende Versuche an der Griinalge Chlorella pyrenoidosa in An- 
griff nahm. 

Zur quantitativen Bestimmung der Phosphorylierungsvorgange in 
lebenden Zellen hat sich bei Versuchen an Hefe ein Verfahren bewahrt, 
bei welchem die Phosphorylierung indirekt iiber die ihr numerisch 
gleiche, aber entgegengesetzt gerichtete Dephosphorylierung gemessen 
wird®. Man geht dabei von Zellen aus, die sich hinsichtlich des anorgani- 
schen Phosphats im dynamischen Gleichgewicht befinden, bei denen 
wegen der Gleichheit von Phosphorylierung und Dephosphorylierung 
das anorganische Phosphat iiber lingere Zeit weder zu- noch abnimmt 
(,,stationire Phase“‘), schaltet dann durch Zugabe von m/10-Blausaure 
alle energieliefernden Stoffwechselvorgiinge und damit auch die Phos- 
phorylierung aus, und verfolgt die dann eintretende Freisetzung von 
anorganischem Phosphat. Die auf diesem Weg gemessene Anfangs- 
geschwindigkeit der Dephosphorylierung nach Zugabe von Blausiure 
entspricht der Dephosphorylierung in der stationiren Phase und somit 
auch der Phosphorylierung zu diesem Zeitpunkt. Wird parallel dazu die 
Atmungsgr6Be der Zellen gemessen, dann laBt sich aus beiden Werten 
der den Wirkungsgrad der aeroben Phosphorylierung wiedergebende 
P/O- Quotient berechnen. 

Sofern es sich bei der beobachteten Phosphorylierung ausschlieBlich 
um Substrat-Phosphorylierung handelt, kann dieser Quotient im 
giinstigsten Fall den Wert 1 erreichen. 


Der Wert 1 wiirde z. B. bei der aeroben Dehydrierung von Glycerinaldehyd- 
phosphat zu Glycerinsiure-phosphat®, von Pyruvat zu Acetat’ oder von «-Keto- 
glutarat zu Succinat® gefunden. Sind jedoch bei dem zur Beobachtung gelangenden 
Atmungsvorgang auch Dehydrierungsprozesse beteiligt, die, wie z. B. die Dehy- 
drierung einer alkoholischen Gruppe zur Carbonylgruppe u. a., ohne Aufnahme von 
Phosphat erfolgen, dann wiirde der P/O- Quotient unter 1 liegen. 


3 Zusammenfassung vgl. N. O. Kaplan in Sumner-Myrback, The Enzy- 
mes, New-York 1951, 8. 79ff. 

4K. G. Vogler u. W. W. Umbreit, J. gen. Physiol. 26, 157 [1942]. 

5 F. Lynen u. R. Koenigsberger, Liebigs Ann. Chem. 569, 129 [1950]: 
vgl. auch *. 

6 O. Warburg, Wasserstoffiibertragende Fermente, Berlin 1948. 

7 §. Ochoa, Physiol. Rev. 31, 56 [1951]; vgl.auch F. Lynen, E. Reichert u. 
L. Rueff. Liebigs Ann. Chem. 574, 1 [1951]. 

8 FL E. Hunter jr., J. biol. Chemistry 177, 361 [1949]. 
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Findet man daher in einem solchen Versuch den P/O-Quotienten 
groBer als 1, dann mu8B — vorausgesetzt, daB die Zellen nicht nebenher 
auch noch garen — ein Teil des Phosphats bei der Uberfiihrung des 
Wasserstoffs vom ersten Acceptor zum Sauerstoff, d. h. in der Atmungs- 
kette verbraucht worden sein. 


Methodik 


Chorella pyrenoidosa® wurde nach den Angaben von Warburg?® geziichtet. 
Ks erwies sich fiir meine Versuche als zweckmabig, das Phosphat der Nahrlésung 
auf 1/4) der angegebenen Menge (65 mg KH,PO,/l) zu vermindern, weil sonst der 
hohe Orthophosphatgehalt der ,,ruhenden* Algen geringfiigige Verainderungen 
waihrend der Atmung verdeckt. Die modifizierte Nahrlésung enthielt im Liter: 
5g MgSO,-7 H,0, 2,5 g KNO,, 2g NaCl, 5mg FeSO,-7 H,O und 65 mg KH,PO,. 

Weder die Vermehrungsgeschwindigkeit noch die AtmungsgréBe anderten sich 
als Folge der Verminderung des Phosphatgehalts der Nahrlésung; innerhalb von 
12 Stdn. etwa verdoppelte sich die Zahl der Zellen. Die Algenzellen wurden im 
allgemeinen nach 24—48 Stdn. geerntet, an der Zentrifuge zweimal mit Leitungs- 
wasser gewaschen und dann in soviel m/50-Citratpuffer vom py 5,4 suspendiert, 
daB die Algenkonzentration etwa 4 mg Trockensubstanz/ccm betrug. Sie wurde 
vor dem Versuch provisorisch durch Messung der Lichtabsorption im Pulfrich- 
Photometer ermittelt, nach AbschluB des Versuches jedoch durch direkte Wagung 
kontrolliert. Zu diesem Zweck wurde das Algenmaterial an der Zentrifuge ausge- 
schleudert, mit dest. Wasser gewaschen und dann bei 110° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. — 

Zur Bestimmung des anorganischen Phosphats der Algenzellen wurde ein 
aliquoter Teil des Versuchsansatzes entnommen, zur halben Menge 20-proz. Tri- 
chloressigsaure gegeben und nach kraftigem Umschiitteln zentrifugiert. In der 
iiberstehenden Loésung Orthophosphat kolorimetrisch nach Martland und Robi- 
son!! gemessen. Einzelheiten der Methodik vgl. 5. . 


Versuche 


Zu der mit Carbogen (95° O, + 5% CO,) bei 20° im Dunkeln 
gut durchliifteten Algensuspension wurden 2% Glucose gegeben. Darauf 
senkte sich der Spiegel des anorganischen Phosphats und erreichte nach 
einigen Minuten einen neuen konstanten Wert (Abb. 1). Wurde nun 
Blausiure (Endkonzentration m/10) zugesetzt, so stieg der Spiegel des 
anorganischen Phosphats in den Zellen verhaltnismaBig rasch wieder an 
(Abb. 2). Aus den ersten MeBwerten, die meist auf einer Geraden lagen, 
konnte auf die Anfangsgeschwindigkeit der Dephosphorylierung und 
damit auf die Phosphorylierungsgeschwindigkeit in der stationaren Phase 
extrapoliert werden. Gleichzeitig wurde die GroBe der Dunkelatmung 
in der Warburg-Apparatur gemessen (Abb. 3). 


® Herrn Dr. O. Kandler vom Botanischen Institut der Universitat Miinchen 
bin ich fiir die wiederholte Uberlassung von Chlorella pyrenoidosa zu Dank ver- 
pflichtet. 

10 PD. Burk, S. Hendriks, M. Korzenovsky, V. Schocken u. O. War- 
burg, Science [New York] 110, 225 [1949]. 
1M. Martland u. R. Robinson, Biochem. J. 20, 848 [1926]. 
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Abb. 1. Abb. 2. 

Abb. 1. Phosphorylierung bei der Dunkelatmung. 
Chlorellazellen in m/50-Citratpuffer, py 5,4; Gasphase: Carbogen; 7’ = 189, 
Zur Zeit 0: 2°/, Glucose zugesetzt. Die Phosphatwerte beziehen sich hier wie 
auch in den folgenden Abbi:dungen und Tabe.len auf jeweils 1 mg getrocknete 
Algenzellen. 

Abb. 2.. D»phosphorylierung nach Zugabe von Blausaure. 
Algen in m/50-Citratpuffer mit 2°/, Glucose, py 5,4; Gasphase: Carbogen; 7’ = 20°, 
Zur Zeit 0: 1/10 Vol. m-HCN (Endkonz. m/10) zugesetzt. 
x-___x Versuch Nr. 1, o——o Versuch Nr. 6. 





Abb. 3.' Dunkelatmung ‘mit Zucker. 
Algen [in m/50-Citratpuffer mit 2°/, 
Glucose; Z' = 20° (Versuch Nr. 86). 











—»mm3o, / mg. Algen 





Zu diesem Zweck wurde 1 ccm der mit 2% Glucose versetzten Algensuspension 
(siehe oben) in den Hauptraum eines Warburg-GefaBes einpipettiert, in dessen 
Einsatz sich 0,2 ccm 10-proz. Natronlauge und in dessen Gasraum sich Luft be- 
fand. 7’ = 20°. Schiittelgeschwindigkeit: 120 Hin- und Hergange pro Minute. 

Die Atmung der Algenzellen mit Glucose nahm, wie Abb. 3 zeigt, 
wahrend des Versuchs langsam zu. Es wurde deshalb Sorge getragen, daB 
Sauerstoffverbrauch und Phosphorylierung zum selben Zeitpunkt ge- 
messen wurden. Phosphorylierung, Atmungsgrofe und die daraus be- 
rechneten P/O-Quotienten aus einer Reihe von Versuchen sind in Tab. 1 


zusammengestellt. 
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Tab. 1. P/O-Quotient der Dunkelatmung 





Phosphory- 
lierungsgréBe 
QP 12 


Versuch y Ortho-PO}" /mg Algen 
Nr. (bei Zugabe von HCN) 





— 35,4 
— 34,6 
— 22,2 
— 21,7 
— 44,5 
— 37,2 














Mittelwert: 





Versuche, mit der gleichen Methode auch die Beteiligung des Phosphats bei 
der Photosynthese quantitativ zu verfolgen, fiihrten nicht zum Ziel. Nach 
Zugabe von Blausaure zu belichteten Algensuspensionen trat keine wahrnehmbare 
Verainderung im Phosphatgehalt der Zellen ein. Andrerseits ist aber die Mitwirkung 
von Phosphat bei der Photosynthese durch die Experimente von Kandler® be- 
wiesen, der zeigen konnte, daB Algenzellen im Hellen weniger anorganisches 
Phosphat enthalten als im Dunkeln. Nach eigenen Versuchen ist dieses Phianomen 
sehr von ziichterischen Bedingungen abhangig. Zellen, die in Salzlésungen mit dem 
iiblichen Phosphatgehalt geziichtet wurden, sind so reich an Orthophosphat, daB 
ein Umsatz daran nicht mehr verfolgt werden kann. Dagegen sind die im phosphat- 
armen Medium herangeziichteten Zellen, an denen eine Bestimmung des Phosphat- 
umsatzes méglich ware, anscheinend derartig phosphathungrig, daB das bei einer 
Reaktion freiwerdende Phosphat sofort bei anderen Reaktionen festgelegt wird. 
Diese Stérung lieB sich durch ,,Verarmung“ der Algen vor dem Versuch umgehen 
(Tab. 2). Aber selbst dann war die Reaktion des assimilierenden Algenmaterials auf 
Verdunkelung so unzuverlassig, daB sich quantitative Messungen am Phosphat- 
kreislauf nicht durchfiihren lieBen. 


Zum Zwecke der ,,Verarmung* wurde das frisch geerntete Algenmaterial in 
m/50-Citratpuffer, py 5,4, suspendiert und fiir die angegebene Dauer bei Zimmer- 
temperatur Luft durch die Suspension geleitet. Im eigentlichen Versuch wurde die 
Algensuspension unter Carbogen 15 Min. belichtet, ein aliquoter Teil zur Phosphat- 
bestimmung entnommen und dann verdunkelt. Die im Dunkeln gefundenen 
Orthophosphatwerte wurden auf den Hellwert (= 100) bezogen (Tab. 2). 


Tab. 2. Phosphatgehalt von Algen, hell und dunkel 





Anorganisches Phosphat 
Dunkelwert nach 
90 Sek. 5 Min. 


103 97 
130 _ 
113 132 
117 130 


Verarmungs- 
zeit (in Stdn.) 














2 Qp bzw. Qo, = mm® PO;{" bzw. mm* O, (gebildet oder verbraucht) pro 
1 mg Algenzellen (trocken) und 1 Stde., wobei 95 mg POj” (== 1m Mol) 22400 mm? 


entsprechen. 
18 QO. Kandler, Z. Naturforschg. 5b, 338 [1950]. 
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Diskussion 


Wie eingangs dargetan wurde, ist ein P/O-Quotient iiber 1 ein 
Beweis fiir das Vorliegen der Atmungsketten-Phosphorylierung. Nach- 
dem in allen Versuchen ein P/O-Quotient zwischen 1,1 und 2,0 — im 
Mittel 1,7 — gefunden wurde, kann die fiir tierische Gewebe® und den 
aeroben Stoffwechsel der Hefe? bereits bewiesene Atmungsketten- 
Phosphorylierung nun auch fiir die assimilationsfahige griine Pflanze 
als gesichert angesehen werden. 

Da eine neben der Atmung einherlaufende aerobe Garung einen hohen P/O- 
Quotienten vortéuschen kénnte, habe ich mich davon iiberzeugt, daB unter den 
von mir gewahlten Versuchsbedingungen die Chlorellazellen Traubenzucker nicht 
vergaren’4, 

DaB der von mir gemessen P/O- Quotient der lebenden Algenzellen 
unterhalb des maximalen Wertes von 3 liegt, kann verschiedene Ur- 
sachen haben. Entweder auBert sich hier die Tatsache, daB lebende 
Zellen in Gegenwart von leicht verbrennbaren Nahrungsstoffen den 
maximalen Wirkungsgrad der aeroben Phosphorylierung nicht erreichen, 
wie dies in unserem Institut bei Versuchen an atmenden Hefezellen 
gefunden wurde?. -Oder aber meine Methode zur Bestimmung der De- 
phosphorylierungsgeschwindigkeit ist mit einem prinzipiellen Fehler 
behaftet, weil eine Voraussetzung der Messung, die vollstaéndige Unter- 
bindung der Phosphorylierungsvorginge durch Blausiure, nicht gegeben 
war. Es kann zwar kein Zweifel bestehen, daB wegen der Hemmung von 
Atmung und Giarung alle mit diesen energieliefernden Stoffwechsel- 
reaktionen verkniipften Phosphorylierungsprozesse durch Blausiure 
ausgeschaltet werden, ob aber auch rein phosphorolytische, eben- 
falls unter Verschwinden von anorganischem Phosphat einhergehende 
Prozesse, wie etwa die Phosphorolyse von Glykogen oder Starke, davon 
betroffen werden, ist fraglich. Bei Versuchen an Hefezellen ist wegen 
ihrer geringen Phosphorylase-Aktivitaét dadurch praktisch keine Fehler- 
quelle gegeben. Bei Algenzellen hingegen, die wegen des hohen Ver- 
moégens zum Aufbau von Starke ein sehr wirksames Phosphorylase- 
system enthalten diirften, kénnte man sich vorstellen, da8 vor Zugabe 
der Blausiure auf Kosten des Atmungsprozesses Glucose tiber Glucose- 
phosphat unter Dephosphorylierung in Starke iibergefiihrt wird, nach 
Hemmung der Atmung mit Blausiure aber umgekehrt diese Starke unter 
Aufnahme von Phosphat wieder einer raschen Spaltung anheimfiallt. 
In diesem Fall wiirde, weil ja dann ein Teil des durch Dephosphorylierung 
freigesetzten Phosphats bei der Starkephosphorolyse wieder verschwin- 
det, die Dephosphorylierung zu klein gemessen. Vorerst kann zwischen 
beiden Erklaérungsméglichkeiten noch keine Entscheidung getroffen 
werden. 

14 Vel. auch L. Genevois, Biochem. Z. 186, 461; 191, 147 [1927]. 

15 A. L. Lehninger, Phosphorus Metabolism I, 344 [1951]. 
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Holzer'® sowie Kandler!® haben kiirzlich die Beobachtungen, 
welche auf eine Beteiligung energiereichen Phosphats an der Photo- 
synthese schlieBen lassen, zusammengefaBt und die méglichen Wege, 
auf denen energiereiches Phosphat entstehen kénnte, diskutiert. Wie 
Ochoa und Vishniac?’, Tolmach!® sowie Arnon!® im letzten Jahr 
nachweisen konnten, sind isolierte Chloroplastensysteme befihigt, 
unter der Einwirkung von Licht Pyridincofermente zu hydrieren. Damit 
wurde ein physiologischer Wasserstoffacceptor fiir jenen schon seit 
langerem bekannten photochemischen ProzeB gefunden, bei welchem 
Wasser gespalten wird, der Sauerstoff elementar auftritt und der Wasser- 
stoff von Acceptoren wie Kaliumferrioxalat, Kaliumferricyanid, Chinon, 
Phenolindophenol usw. aufgenommen wird. Die Hypothese von Kand- 
ler und Holzer geht nun dahin, da Wasserstoff durch eine photo- 
chemische Reaktion an Pyridinnucleotide gebunden und dann sekundir 
iiber die Atmungskette wieder oxydiert wird. Bei dieser Oxydation ent- 
stinde ATP. Holzer'® hat durch den Befund, da 2.4-Dinitrophenol in 
Konzentrationen, welche die Atmung nicht hemmen, die Photosynthese 
unterbindet, einen wichtigen Beitrag zu diesem Problem geliefert. Denn 
man wei, daB Dinitrophenol in der Lage ist, die Atmungskette von den 
normalerweise in ihr statthabenden Phosphorylierungen zu entkoppeln. 
Die Hemmung der Photosynthese durch Dinitrophenol spricht also dafir, 
da8 aus der Atmungskette gewonnene Phosphatenergie eine Voraus- 
setzung fiir den Ablauf der Assimilation darstellt. Die Existenz der 
Atmungsketten-Phosphorylierung in der assimilationsfahigen griinen 
Pflanze wurde aber in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen. 


Zusammenfassung 
Fiir den PO, Quotienten der Atmung von Chlorella pyrenoidosa 
in Gegenwart von Zucker wurde im Mittel ein Wert von 1,7 gefunden, 
was beweist, daB auch in den Algenzellen der Transport von Wasser- 
stoff bzw. Elektronen iiber die Atmungskette — von den Codehydrasen 
zum Sauerstoff — unter Aufnahme von anorganischem Phosphat erfolgt. 


16H. Holzer, Z. Naturforschg. 6b, 424 [1951]. 

17 §. Ochoa u. W. Vishniac, Nature [London] 167, 768 [1951]; J. biol. 
Chemistry 195, 75 [1952]. 

18 L.. J. Tolmach, Nature [London] 167, 946 [1951]. 

19 PD. I. Arnon, Nature [London] 167, 1008 [1951]. 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1952) 


Ausgehend von der von Windaus? 1924 aufgestellten Colchicin- 
formel I hatten wir durch Untersuchung rin; offener synthetischer Modell- 
substanzen gefunden, daB nur Derivate des «,/-Dipheny]-athylamins 
(Stilbylamins) II an Fibroblasten mitosehemmende Wirkung zeigen’. 
Wir sahen diese Gruppierung als notwendig fiir die antimitotische Wir- 
kung an und nahmen dieses Strukturelement, in modifizierter Form, 
auch im Molekiil des Colchicins an. Durch Priifung-einer groBen Zahl 
von Alkaloiden* und von synthetischen Verbindungen‘ konnte die Be- 
deutung der Stilbylamingruppierung fiir die antimitotische Wirkung 
gestiitzt werden. Die allgemeine Bedeutung dieser Feststellung, insbe- 
sondere fiir die Wirksamkeit des Colchicins, ist inzwischen durch zwei 
wichtige Ergebnisse in Frage gestellt worden: 

1. Die neueren Untersuchungen iiber die Konstitution des Colchi- 
cins haben gezeigt, daB Colchicin und der V-Acetyl-colchinol-methyl- 
ather (IIIa), der von Cook® und von Rapoport® synthetisiert wurde, 
einen siebengliedrigen Ring B enthalten, in dem das N-Atom durch drei 
C-Atome von dem Benzolkern mit den 3 Methoxylgruppen getrennt ist. 
Dem wirksamen N-Acetyl-colchinolmethylither [IIa wiirde als ring- 
offenes Analogon ein «,y-Diphenyl-propylaminderivat vom Typ IV ent- 
sprechen, unter denen wir friiher aber keine wirksamen Vertreter ge- 
funden hatten?. Zwischen der ringgeschlossenen und analogen ring- 
offenen Form besteht also ein Unterschied in der Wirksamkeit. 

2. 1948 iibergab Cook dem einen von uns (L.) ein Phenanthren- 
derivat der Formel V zur Priifung auf eine etwaige Mitosegiftwirkung; 
die Verbindung erwies sich als wirksam’. Als ringoffenes Analogon wiirde 
ihr ein £,y-Diphenyl-propylaminderivat vom Typ VI _ entsprechen, 
unter denen wir bisher aber keine wirksame Verbindung gefunden ha- 
ben? §, so daB auch hier ringgeschlossene und ringoffene Verbindung 
sich in der Wirksamkeit unterscheiden. 

1 A. Windaus, Liebigs Ann. Chem. 489, 59 [1924]. 

2-H. Lettré u. H. Fernholz, diese Z. 278, 175 [1943]. 


3-H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 281, 133 [1944]; 287, 58 [1951]. 

‘H. Lettré u. Mitarb., diese Z. 281, 139 [1944]; 287, 53 [1951]; 288, 25 
[1951]; 289, 119, 220 [1952]. 

5 J. W. Cook, J. Jack u. J. D. Loudon, J. chem. Soc. [London] 1951, 1397. 

6 H. Rapoport, A. R. Williams u. M. E. Cisney, J. Amer. chem. Soc. 78, 


1414 [1951]. 
7 J. W. Cook, G. T. Dickson, D. Ellis u. J. D. Loudon, J. chem. Soc. 


[London] 1949, 1074. 
8 H. Lettré, W. Haede u. L. Schafer, diese Z. 289, 298 [1952]. 
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Bei den bisher untersuchten synthetischen ringoffenen Verbin- 
dungen vom Typ 1V und VI war die Methoxylgruppe in dem zum N- 
Atom benachbarten Benzolring in p-Stellung vorhanden (IVa, VIa). 
Die Analogie zum N-Acetyl-colchinolmethylather IIIa und zu der Ver- 
bindung V ist aber erst vollstindig, wenn diese Methoxylgruppe in 
m-Stellung steht (IVb, VIb). Wir haben dieser Differenz friiher keine 
Beachtung geschenkt, da die genaue Stellung dieser Methoxylgruppe 
im N-Acetylcolchinolmethylather 1943 noch nicht bekannt war. Um 
jedoch auch diese Differenz noch auszuschlieBen, haben wir die Verbin- 
dungen IVb und VIb dargestellt und untersucht. 

Die Darstellung der Verbindung IVb erfolgte analog dem friher 
angewendeten Verfahren? durch Kondensation von 3.4.5-Trimethoxy- 
benzaldehyd mit m-Methoxy-acetophenon zu einem Chalkon, das durch 
katalytische Hydrierung in die Dihydroverbindung iibergefiihrt wurde. 
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In Abanderung unserer friiheren Methode wurde das Oxim des Dihy- 
drochalkons mit Lithiumaluminiumhydrid zum Amin hydriert; das 
Amin wurde in Form des Oxalats isoliert. Zur Austestung an Gewebe- 
kulturen von Fibroblasten wurde das freie Amin mit wenig verd. Salz- 
siure in Lésung gebracht und die Lésung anschlieBend neutralisiert. 
In Dosen bis zu 50 y/ecm zeigte das Produkt keine mitosehemmende 
Wirkung, wobei mit den héchsten Dosen schon eine Zellschadigung 
auftritt. Die Wirksamkeit an Fibroblasten beginnt fiir den N-Acetyl- 
colchinolmethylather IIIa und den Colchinolmethylaither IIIb unter 
Dosen von 0,5 y/eem. Auch bei vélliger Ubereinstimmung der Substi- 
tution ist also dieser groBe Wirkungsunterschied zwischen der ringge- 
schlossenen und ringoffenen Verbindung vorhanden. Wir haben weiter 
noch das «-[3-Methoxy-pheny] ]-y-[4-methoxy-pheny] ]-propylamin (IV c) 
dargestellt, das ebenfalls keine mitosehemmende Wirkung an Fibro- 
blasten mit Dosen bis 50 y/ccm zeigte. , 

Zur Darstellung der Verbindung VIb wurde 3.4.5-Trimethoxy- 
benzaldehyd mit m-Methoxy-benzylcyanid kondensiert und das sub- 
stituierte Zimtsiurenitril in Eisessig mit Zusatz von konz. Schwefel- 
siure? katalytisch hydriert. Das /-[{3-Methoxy-pheny]]-y-[3.4.5-tri- 
methoxy-phenyl]-propylamin (VIb) wurde in Form seines Oxalates iso- 
liert. Bei der Priifung des Amins an Fibroblasten wurde mit Dosen bis 
60 y/ccm keine mitosehemmende Wirkung festgestellt. Die von Cook’ 
dargestellte analoge ringgeschlossene Verbindung V zeigt schon mit 
Dosen um ly/cem antimitotische Wirkung. Auch dieses Beispiel zeigt 
trotz Ubereinstimmung der Substitution das verschiedenartige Ver- 
halten der ringgeschlossenen und ringoffenen Verbindung. Wir haben 
noch das £-[3-Methoxy ]-y-[4-methoxy-phenyl]-propylamin (VIc) dar- 
gestellt, das ebenfalls keine Mitosehemmung bei Fibroblasten bewirkt. 

Im Zusammenhang mit der mitosehemmenden Wirkung von substi- 
tuierten «-Phenylzimtsaurenitrilen® sei hier noch erwihnt, daB das als 
Zwischenprodukt dargestellte «-[3-Methoxy-phenyl]-4-methoxy-zimt- 
sdurenitril starke mitosehemmende Wirkung an Fibroblasten zeigt, 
wihrend die des «-[3-Methoxy-pheny] |-3.4.5-trimethoxy-zimtsiure- 
nitrils schwacher ist. 

Die vorstehend beschriebenen Versuche zeigen, daf eine struktu- 
relle Analogie ringgeschlossener und ringoffener Verbindungen nicht 
notwendigerweise eine Parallele in biologischen Wirkungen bedeuten 
mu. Die von uns beobachtete antimitotische Wirkung von Derivaten 
des Stilbylaminsystems stand in Ubereinstimmung mit der friiheren 
Formulierung des Colchicins und hat uns sogar veranlaBt, hierin eine 
Stiitze dieser Formulierung zu sehen®. Eine derartige SchluBfolgerung 
kann aber nicht mehr als zulissig angesehen werden. Die antimitotische 
Wirksamkeit der Derivate der Stilbylamingruppe ist nicht durch die 
strukturelle Ubereinstimmung mit dem Colchicin bedingt, sondern muB 


®° H. Lettré, Naturwiss. 30, 34 [1942]; 33, 75 [1946]; Angew. Chem. 59, 218 
[1948]. 
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als die eines selbstandigen Typs von Mitosegiften angesehen werden. Die 
hier beschriebenen Ergebnisse fiigen zugleich den schon friiher ange- 
fiihrten® ** weitere Beispiele der auBerordentlich groBen Spezifitat der 
Mitosegiftwirkung zu. 


Beschreibung der Versuche 
a«-[3-Methoxy-pheny]l]-y-[3.4.5-trimethoxy-phenyl]-propylamin (IVb) 

Analog dem friiher verwendeten Verfahren? wurden aquimolekulare Mengen 
von 3.4.5-Trimethoxy-benzaldehyd und m-Methoxy-acetophenon in al- 
koholischer Lésung mit Natriummethylat kondensiert. Das 3.4.5.3’-Tetra- 
methoxy-chalkon bildet aus Alkohol hellgelbe Nadeln vom Schmp. 143°. 

C, 9H 290; (328,4). Ber. C 69,50, H 6,14. Gef. C 69,25, H 6,24, 

Durch katalytische Hydrierung (analog der Vorschrift bei?) wurde das Dihy- 
drochalkon dargestellt, das aber nur in éliger Form erhalten wurde. Ebenso lieB sich 
das hieraus hergestellte Oxim nicht zur Kristallisation bringen. 

2,5g des dligen 3.4.5.3’-Tetramethoxy-dihydrochalkonoxims wurden 
in 50cem absol. Ather gelést und langsam zu einer Suspension von 1,7 g Lithium- 
aluminiumhydrid in 100 ccm absol. Ather gegeben, die bei langsamem Durch- 
leiten von Stickstoff standig geriihrt wurde. Nach der Zugabe des Oxims wurde die 
Mischung 15 Stdn. zum schwachen Sieden erhitzt. Zu der erkalteten Mischung 
wurden unter stindigem Riihren zunichst 4,3 ccm Essigester gegeben, um iiber- 
schiissiges LiAIH, zu verbrauchen, und anschlieBend sehr vorsichtig 6 ccm Wasser. 
Aus der filtrierten atherischen Lésung wurde das Amin mit verd. Salzsiure ausge- 
schiittelt und nach dem Alkalischmachen wieder in Ather iiberfiihrt. Der Riick- 
stand der getrockneten atherischen Schicht wurde in absol. Ather gelést und mit 
einer Lésung von wasserfreier Oxalsiure in absol. Ather versetzt. Das ausge- 
schiedene hygroskopische Produkt wurde mehrfach mit absol. Ather gewaschen und 
aus Methanol mit absol. Ather umgefallt. Es wurden 1,3 g eines leicht gelblichen 
Pulvers vom Schmp. 50° erhalten. 

C,,H,,0,N-C,H,0, (421,4). Ber. C 58,89, H 6,46, N 3,32. 

Gef. C 58,67, H 6,36, N 3,51. 


«-[3-Methoxy-phenyl]-y-[4-methoxy-phenyl]-propylamin (IVc) 
Durch Kondensation von Anisaldehyd mit m-Methoxy-acetophenon 
wurde das 4.3’-Dimethoxy-chalkon in Form von hellgelben Nadeln vom Schmp. 
54° erhalten. Das durch katalytische Hydrierung gewonnene Dihydrochalkon und 
sein Oxim wurden nur in éligem Zustand erhalten. Die analog durchgefiihrte Hy- 
drierung des Oxims mit LiAIH, und Aufarbeitung fiihrte zu dem Oxalat des Amins, 
einem farblosen Pulver vom Schmp. 400°. 
(,7H,,0.N-C,H,O, (361,4). Ber. C 63,14, H 6,42, N 3,88. 
Gef. C 63,56, H 6,49, N 3,80. 


a-[3-Methoxy-pheny]]-3.4.5-trimethoxy-zimtsaurenitril 
Das durch Kondensation von aquimolekularen Mengen 3.4.5-Trimethoxy- 
benzaldehyd und m-Methoxy-benzyleyanid in alkoholisch-alkalischer Lo- 
sung (s.8) erhaltene Produkt bildet aus Ather-( ‘yclohexan schwachgelbliche Nadeln 
vom Schmp. 114°. 
CigH,,0,N (325,4). Ber. C 70,14, H 5,89, N 4,31. 
Gef. C 70,27, H 6,00, N 4,44. 


6-[3- Methoxy-pheny]]-y- [3.4.5-trimethoxy-phenyl]]-propylamin (VIb) 
Das vorstehend erwahnte Nitril wurde analog dem friiher verwendeten Ver- 
fahren? in Eisessig mit Zusatz von konz. Schwefelsiure katalytisch hydriert. Das 
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Amin wurde in Form seines Oxalats isoliert, das ein farbloses, sehr hygroskopisches 
Pulver vom Schmp. 50° bildet. 


C,,H»;0,N-C,H,0, (421,4). Ber. N3,32. Gef. N 3,33. 


a-[m-Methoxy-phenyl]-y-p-methoxy-zimtsaurenitril 
Darstellung durch Kondensation von Anisaldehyd mit m-Methoxy- 
benzylcyanid. Aus Alkohol farblose Blattchen vom Schmp. 68°. 
C,,H,,0,N (265,3). Ber. C 76,96, H5,70. Gef. C 76,96, H 5,83. 


f-[3- Methoxy-phenyl]-y -[4-methoxy-pheny]]-propylamin (VIc) 

Darstellung durch katalytische Hydrierung des vorstehenden Nitrils in Eis- 
essig mit Zusatz von konz. Schwefelsiure. Das Oxalat des Amins bildet ein farb- 
loses Pulver, das bei 160° (Zers.) schmilzt. 


C,,H,,0,N-C,H,0, (361,4). Ber. C 63,14, H 6,42, N 3,88. 
Gef. C 63,18, H 6,32, N 4,05. 


Zusammenfassung 


Zum Vergleich mit dem antimitotisch wirksamen Colchinol-methy]l- 
dither wurde das analoge ringoffene «-[3-Methoxy-phenyl]-y- 
[3.4.5-trimethoxy-phenyl]-propylamin hergestellt, das keine 
mitosehemmende Wirkung besitzt. Zu einer von Cook hergestellten 
wirksamen -Verbindung, dem N-Acetyl-2.3.4.7-tetramethoxy-9-amino- 
methyl-9.10-dihydro-phenanthren, wurde das analoge ringoffene /-[3- 
Methoxy- phenyl] -y- [3.4.5-trimethoxy-phenyl]-propylamin 
hergestellt, das antimitotisch unwirksam ist. Strukturell analoge ring- 
geschlossene und ringoffene Verbindungen verhalten sich in ihrer anti- 
mitotischen Wirkung nicht analog. Die urspriinglich als Colchicin-Ana- 
loge aufgefaBten Derivate der Stilbylamingruppe sind als ein selb- 
stindiger Typ von Mitosegiften aufzufassen. 


Uber eine weitere Farbreaktion auf einige Gallensduren (II) 
Von 
E. P. HauBler 


Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie, Basel 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1952) 


In einer ersten Mitteilung! habe ich Farbreaktionen der Cholsaure, Lithochol- 
siure, Desoxycholsiure und Dehydrocholsiure beschrieben. Es konnten nun 3 
weitere Cholansiuren, die 3.7-Dioxy-12-keto-cholansiure (Schmp. 215—218°), die 
3.12-Dioxy-7-keto-cholansiure (Schmp. 168—171°) und die Oxy-12-keto-cholan- 
siure (Schmp. 160—162°), in gleicher Weise auf ihr Verhalten gegen 85-proz. 
Phosphorsaure und 85-proz. Phosphorsiure + Vanillin im siedenden Wasserbad 
gepriift werden. Die genannten Saiuren verdanke ich der Liebenswiirdigkeit von 
Herrn Dr. Edward H. Ahrens jr. in den Laboratorien des Rockefeller Institute 
for Medical Research, New York. 


1 Diese Z. 290, 155 [1952]. 
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Resultate der Farbreaktionen 


1. Ohne Vanillin (d.h. mit der Blindlésung) erhalt man mit 3.7-Dioxy- 
12-keto-cholansaure eine Gelbfarbung, die rasch verschwindet und erst mit etwa 
40 mg bestindig ist; auch mit den beiden anderen Sauren entsteht eine gelbe Farbe 
(Grenze des positiven Ausfalls der Reaktion bei etwa 4 mg). 


2. Mit Vanillin: 





Grenze des positiven 
| _— Ausfalls 





3.7-Dioxy-12-keto-cholansaure . . . | blau etwa 1,0 mg 
3.12-Dioxy-7-keto-cholansaure braunviolett 2—2,5 mg 
3-Oxy-12-keto-cholansaure braungriin etwa 3,5 mg 


Beriicksichtigt man auch das Ergebnis der ersten Mittsilung, so scheint die 
Hydroxylgruppe am 7-Kohlenstoffatom dis Aaftretea der blauea Farbe zu be- 
wirken, weitere Schliisse lassen sich zur Zeit nicht zienhea; die Versuche werden aber, 
sobald weitere Gallenséuren zur Verfiigung stehen, fortgesetzt. 





Uber biogene Amine der Seidenraupe 
Von 
D. Ackermann 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen’em 13. September 1952) 


Entsprechend der Bedeutung fiir die Zucht der Seidenraupen hat 
man sich schon seit langem sehr eingehend mit der chemischen Zu- 
sammensetzung? dieser Tiere beschaftigt und vor allem auch der Frage 
nach dem quantitativen und qualitativen Wechsel an Substanzen in den 
einzelnen Entwicklungsphasen immer wieder erneute Aufmerksamkeit 
zugewandt. VerhaltnismaBig wenig ist indessen bisher hier tiber die 
basischen Extraktivstoffe bekannt geworden, was die Veranlassung gab, 
diese niher kennenzulernen, um so mehr als der Anteil des Basen- 
Stickstoffs am Gesamt-Stickstoff sich besonders in friihen Entwicklungs- 
stadien nach unserer Feststellung als nicht gering erwies (41°, vor der 
ersten Hautung, 15° nach der dritten Haiutung). Was ferner den ge- 
samten Aminoséuren-Gehalt angeht, so wei8 man schon lange’, daB er im 
Blut der Insekten besonders hoch ist. 

Im Laufe der Entwicklung lieB sich eine erhebliche Abnahme an 
basischem Nichteiweif-Stickstoff im Verhaltnis zum Gesamt-Stickstoff 
feststellen und es wire am aussichtsreichsten gewesen, die Tiere in ganz 


1 Literatur bei H. Leifert, Zool. Jahresber. 55, 131, 171 [1935]; W. Junk, 
C. Oppenheimer, W. Weisbach, Tabulae biol. [Den Haag] 14, I, 359 [1937]. 

* A. Nazari Atti R. Accad. Georgofili 80, 356 [1902]. — M. Florkin u. 
G. Duchateau, Bull. Acad. roy. Méd. Belg. 28, 373 [1942]. 
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friihen Entwicklungsstadien zu untersuchen. Es mute hiervon aber 
abgesehen werden, weil die Beschaffung* groBer Gewichtsmengen 
solcher Raupchen unverhaltnismaBig groBe Kosten bereitet hatte. 

Im Gegensatz zu friiheren Untersuchungen, bei denen die bekannte 
Aufteilung der Basen in eine Purin-, Histidin-, Arginin- und Lysin- 
fraktion zugrunde gelegt war, wurde diesmal ein anderes Verfahren 
versucht, das sich gleichfalls bis zu einem gewissen Grade bewahrt hat. 

is beruht dies auf der Gewinnung von Fallungen mit Flaviansiure und 

Fraktionierung derselben auf Grund ihrer verschiedenen Léslichkeit in 
Wasser. Wie zu erwarten, fanden sich die 3 basischen Aminosauren 
Histidin, Arginin und Lysin als Trager des basischen NichteiweiB- 
Stickstoffs frei vor und sind an dieser Stelle zum erstenmal beschrieben. 
Dabei trat das Histidin mengenmaBig gegeniiber Arginin und Lysin 
stark zuriick. 

Kreatin bzw. Kreatinin lieBen sich nicht isoliereni; sie waren ja auch 
bei Evertebraten nicht oder nur in verschwindenden Mengen zu er- 
warten. Wissen wir doch seit den Untersuchungen von Kutscher® 
und seiner Schule, daB diese Basen nur bei Vertebraten in nennens- 
werten Mengen auftreten, bei Wirbellosen aber durch ein anderes 
Guanidin-Derivat, namlich Arginin vertreten werden. So ist ja auch das 
Phosphagen der Wirbeltiere Kreatin-phosphorsiure, das der Averte- 
braten Arginin-phosphorséure*. Spuren von Kreatin bzw. Kreatinin 
liegen vor, da in dem eiweiBfreien sauer eingedickten Extrakten die Jaffé- 
sche und Weylsche Probe auf Kreatinin, wenn auch schwach, positiv 
ausfiel, was mit der Angabe von Leifert' tibereinstimmt. 

Nicht iiberraschen konnte ferner das hier erstmalig beobachtete 
Vorkommen von Cholin und Betain, weil diese Basen sich in weiter 
Verbreitung in der Tierwelt, vor allem die letztere bei manchen Wirbel- 
losen gefunden haben®. Doch war die Menge speziell des Betains ver- 
haltnismaBig gering. 

Uberraschend war das Auftreten von Putrescin. 

Da es sich hier um eine typische ,, Faulnisbase‘‘ handelt, konnte man 
an bakterielle Zersetzung des Ausgangsmaterials denken, doch war eine 
solche auszuschlieBen, da die Tiere noch lebend nach Narkose sofort in 
kochendes Wasser gebracht worden waren. Dariiber hinaus hatte man im 
Falle sekundirer Decarboxylierung auch mit dem Auftreten von Cada- 


* Das Ausgangsmaterial ist der freundlichen Vermittlung des Herrn Re- 
gierungsrat Dr. M. Cretschmar, Bundesforschungsanstalt fiir Kleintierzucht 
in Celle, zu verdanken. 

3D. Ackermann u. Fr. Kutscher, Z. Unters. d. Nahr. u. GenuBmittel 
13, 183 [1907]; Z. Biol. 84, 185 [1925]; diese Z. 199, 266 [1931]. 

4 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, Science [New York] 65, 401 [1927]; J. biol. 
Chemistry 81, 692 [1929]; P. Eggleton u. G. P. Eggleton, Biochem. J. 21, 190 
[1927]; A. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 196, 22 [1928]; O. Meyer- 
hof, Naturwiss. 16, 47 [1928]; D.M.Needham, J. Needham, E. Baldwin 
u. J. Yudkin, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 110, 260 [1932]. 

5 Fr. Kutscher u. D. Ackermann, Annu. Rev. Biochem. 2, 355 [1933]. 
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verin rechnen miissen, das aber vermiBt wurde. Das Putrescin ist bisher 
nur ein einziges Mal in der Reihe der Wirbellosen gefunden worden, und 
zwar gleichfalls bei Insekten, némlich im Maikafer (Melo’ont’ a vu’garis)®. 
Auch haben wir dort in Ubereinstimmung mit der Seidenraupe Cadaverin 
gleichfalls vermiBt. 

In der Puppe des Seidenspinners stellten Yoshimura und Muro- 
ta’ bereits Tyrosin, Histidin, Arginin, Putrescin, Cholin und Betain 
fest. 

Das Putrescin diirfte nun vielleicht im Zusammenhang seines Auf- 
baues oder Abbaues mit einer weiteren Base stehen, die bisher nur in der 
Welt der Wirbeltiere beobachtet worden ist und sich in Seidenraupen nach 
der dritten Haiutung fand. Es-ist dies das Spermidin, das von Rosen- 
heim und Mitarbeitern® neben Spermin im Rinderpankreas entdeckt und 
in seiner Konstitution aufgeklart wurde (H,N-[CH,],-NH-[CH,],-NH,). 
Sein Vorkommen in der Seidenraupe nach der dritten Hautung lieB sich 
durch Analyse des Flavianates, Pikrates, Chlorides und Chloraurates 
erweisen. Aus den erwachsenen Tieren, die Putrescin gleichfalls ent- 
halten, konnte das Spermidin nicht isoliert werden, doch ist dessen Vor- 
kommen hier damit noch nicht als ausgeschlossen zu betrachten, stellen 
sich doch all’ diesen Isolierungen immer wieder groBe Schwierigkeiten 
in den Weg. Keines der uns bisher hier zur Verfiigung stehenden Alka- 
loidfallungsmittel ist ja fiir eine der Substanzen ganz elektiv, so daB bei 
den ersten Fallungen so und so oft mehrere erfaBt werden und, wenn 
ein Kérper nur in sparlicher Menge vorliegt, wird er bei der Reinigung 
anderer durch Umkristallisieren in den Mutterlaugen verschwinden. 

Spermin wurde in beiden Entwicklungsphasen nicht gefunden. 
Der nicht mit Phophorwolframsiure fallbare Anteil der Stickstoff- 
haltigen Substanzen wurde einstweilen bei dieser Untersuchung auBer 
Betracht gelassen. Neben dem bei der Fallung mitgerissenen Tyrosin 
diirften sicher andere Aminoséuren vorliegen. Nur nach Taurin wurde 
gesucht, weil dieser Extraktivstoff sich bei einigen wenigen Tierarten, 
zum Teil in betrachtlichen Mengen, beobachten lieB®. In den Seiden- 
raupen der beiden untersuchten Entwicklungsstadien fand sich indessen 
das Taurin ebenso wenig wie seinerzeit in einer anderen Insektenart 
(Melolontha)?. 





Beschreibung der Versuche 
I. Seidenraupen, 2—3 Tage nach der dritten Hautung 


8,4 kg Raupen waren lebend in 151 absol. Alkohol geworfen worden. Nach 
Absaugen und Abpressen des Alkohols durch ein Tuch wird der Riickstand in viel 
Wasser bei schwach phosphorsaurer Reaktion griindlich ausgekocht. Das dann 


® D. Ackermann, Z. Biol. 71, 197 [1920]. 

7 K. Yoshimura u. T. Murota, Nippon Nogeigagaku Kwaishi (japanisch) 
3, 1206 [1927]. 

8H. W. Dudley, O. Rosenheim u. W. W. Rosenheim, Biochem. J. 21, 
97 [1927]. 

® H. Fuchs, Z. Biol. 98, 430 [1938]. 
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erhaltene waBrige Filtrat von 151 befreite man von Eiweif mit 750 cem 20-proz. 
Trichloressigsaure, die ihrerseits aus der Lésung wieder mit Ather beseitigt wurde. 
Nach Einengung auf 1 / schieden sich 32,6 g eines feinpulvrigen Niederschlages ab, 
der im wesentlichen aus Harnsaure bestand und sich nach Losen in konz. Schwefel- 
siure und Ausfallen mit Wasser reinigen lieB (N gef. 33,89, ber. 33,3394). Murexid- 
probe positiv. 

Das Filtrat der rohen Harnsaure wurde auf 2/1 gebracht und bei Gegenwart 
von 5-proz. Schwefelsiure mit Phosphorwolframsaure véllig ausgefallt. Nach 
Zersetzen der abgesaugten und mit 5-proz. Schwefelsiure gewaschenen Phosphor- 
wolframfaJlung mit Baryt engte man die freie Basenlésung im Vakuum stark ein, 
wobei das gesamte vorhandene Ammoniak verschwand. Aus dem stark eingeengten 
Riickstand lieB sich nach Neutralisieren mit Schwefelsiure durch Zugabe von 
Methanol fast das ganze Kalium als Kaliumsulfat beseitigen. Der Stickstoffgehalt 
der Basenlésung betrug jetzt 7,1 g. Nachdem nun Spuren von Purinbasen mit 
Silbersulfat bei schwefelsaurer Reaktion und das iiberschiissige Silber wieder mit 
Schwefelwasserstoff beseitigt worden waren, wurden bei einem Volumen von 
700 ccm und schwach schwefelsaurer Reaktion 100 ccm gesattigte, waBrige Flavian- 
siurelésung zugegeben. 

Die so gewonnene Fallung (162 g) wurde in 3 verschieden lésliche Fraktionen 
auf folgende Weise aufgeteilt: Aufkochen mit 170 ccm Wasser lieB in das heibe 
Filtrat 7,4g Flavianat gehen, das im wesentlichen Spermidin enthielt (Flav. - 
Frakt. III). Der in der Hitze noch unléslich gebliebene Riickstand wurde erneut, 
diesmal mit 1 1 Wasser aufgekocht, wobei 3,4 g Argininflavianat (Flav. -Frakt. I) 
zuriickblieb, wahrend 5,4 g (Flav.-Frakt II) in Lésung gingen. Aus Frakt. II 
wurde Putrescin isoliert. 


Flavianat-Frakt. I 


Nach dem Umkristallisieren aus viel kochendem Wasser lag reines Arginin- 
flavianat vor. 
5,062 mg Sbst.: 7,340 mg CO,, 2,020 mg H,O. — 3,138 mg Sbst.: 0,475 N, 
(28,5°, 728 mm). 
C,H,,0,N,-C,)H,O,N.S. Ber. C 39,32, H 4,13, N 17,22. 
Gef. C 39,70, H 4,48, N 16,42. 
Die Probe von Sakaguchi auf Arginin war stark positiv. 


Flavianat-Frakt. IT 


Diese wurde nach mehrfachem Abtrennen besonders schwerléslicher Anteile 
von den Resten des Argininflavianates soweit befreit, da die Sakaguchi-Probe 
fast negativ in der Basenlésung war, welche sich nach Beseitigung der Flaviansiure 
mit Baryt usw. in bekannter Weise gewinnen lie}. Durch Zugabe von waBriger und 
alkoholischer Pikrinsiure zum Sirup dieses Anteils bis zur lackmussauren Reaktion 
wurde ein kristallinisches Pikrat (1,47 g) gewonnen, das sich nach zweimaligem 
Umkristallisieren als dasjenige des Putrescins ergab. 

4,050 mg Sbst.: 5,210 mg CO,, 1,310 mg H,O. 

C,f,N,-2 C,H,0,Nz. Ber. € 35,13, H3,32. Gef. C 35,10, H 3,62. 

Der Zersetzungspunkt des Putrescinpikrates ist unscharf. Nach Guggenheim, 
(Biogene Amine, 4. Auflage 1951, S. 323) erfolgt die Zersetzung bei 250°. Wir 
fanden bei einem analysenreinen Putrescinpikrat Schwirzung bei 264° und Auf- 
schiumen bei 270°, waihrend das obenstehende Pikrat bei 236° sich zu schwarzen 
begann und bei 260° aufschiumte. 

“Ein Teil des Pikrates wurde mit Salzsiure und Ather in das Chlorid verw andelt, 
das nach Umkristallisieren zur Analyse kam. 

4,924 mg Sbst.: 5,440 mg CO,, 3,570 mg H,O. 2,913 mg Sbst.: 0,442 com 
N, (23°, 738 mm). — 9,546 mg Sbst.: 16,850 mg AgC l. 

C,H,.N.:°2 HCl. Ber. C 29,83, H 8,76, N 17,39, Cl 44,02. 

Gef. C 30,15, H 8,11, N 17,00, Cl 43,66. 
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Das Chlorid zersetzt sich ebenso wie das des Putrescinchlorids erst jenseits 
300 ° unscharf. Ein Teil des Chlorids wurde in das Chloraurat verwandelt, welches 
den fiir das Putrescin-Goldsalz charakteristischen Gehalt von 2 Mol. Kristall- 
Wasser enthielt. Um dies festzustellen, wurde das lufttrockene Salz bei 130° im 
Vakuum gehalten und muBte fiir die Analyse im geschlossenen Schweinchen ge- 
wogen werden, da es schnell wieder Wasser anzieht. 
46,411 mg lufttr. Sbst. gaben bei 130° im Vakuum 1,860 mg H,0. 
C,H,,N,:2 HAuCl, + 2H,O. Ber. H,O 4,48. Gef. H,O 4,01. 
8,367 mg Sbst.: 2,090 mg CO,, 1,500 mg H,O. — 3,708 mg Sbst.: 0,107 cem N 
(24°, 738 mm). — 17,177 mg Sbst.: 8,820 mg in. 
C,H,.N-2HAuCl, Ber. C 6,25, H 1,84, N 3,65, Au 51,34. 
Gef. C6,80, H 2,01, N 3,32, Au 51,35. 


Flavianat-Frakt. III = 

Dies ergab bei der Analyse nach 2-maligem Umkristallisieren C,H und § 
Werte, die zu Spermidindiflavianat stimmten. Der N-Wert fiel allerdings 
etwas zu tief aus. 

3,983 mg Sbst.: 6,130 mg CO,, 1,450 mg H,O. — 2,718 mg Sbst.: 0,286 cem N, 
(25°, 738 mm). — 19, 822 mg Sbst.: 11,170 mg BaSQ,. 

CHioNg (CipHgOgNoS)o. Ber. C 41,91, H 4,04, N 12,67, S 8,29. 

Gef. C 41,99, H 4,07, N 11,71, S 7,74. 

Zum Vergleich wurde das Diflavianat des Spermidins aus analysenreinem 
Spermidinphosphat (Hoffmann-La Roche) unter Anwendung der berechneten 
Mengen dargestellt. Es ergaben sich folgende Werte: 

4,307 mg Sbst.: 6,540 mg CO,, 1,630 mg H,O. Gef. C 41,43, H 4,24. 

Die Zersetzung des Salzes geht langsam von Grau bis zur Schwarzfarbung 
iiber einen so groBen Temperaturbereich vor sich, da dies zur Charakterisierung 
nicht herangezogen werden kann. 

Das Diflavianat aus Seidenraupen wurde in eine Lésung der freien Base ver- 
wandelt, die stark alkalisch reagierte und optisch inaktiv war. Das hieraus gewon- 
nene Pikrat kam nach dem Umkristallisieren zur Analyse. 

3,990 mg Sbst.: 5,210 mg CO,, 1,270 mg H,O. — 2,675 mg Sbst.: 0,474 com Ny 
(26°,732 mm). 

CH N3(CgH30,N3)3. Ber. C 36,06, H 3,39, N 20,19. 

Gef. C 35,63, H 3,56, N 19,48. 
Dies Pikrat schmolz ebenso wie das zum Vergleich hergestellte Spermidintripikrat 
bei 208—210° (Dudley und Rosenheim geben 210—212° an). Der Mischschmelz- 
punkt zeigte keine Depression. 

Beim Behandeln mit Salzsdure und Ather lieB sich aus dem Pikrat eine kleine 
Menge des Chlorides gewinnen, das nach dem Umkristallisieren wie synthetisches 
Spermidinchlorid bei 253—255° schmolz. Der Mischschmelzpunkt zeigte keine 
Depression. 

4,827 mg Sbst.: 5,835 mg CO,, 3,800 mg H,O. 

C7H,,N;°3 HCl. Ber. C 33,02, H 8,71. Gef. C 32,99, H 8,81. 

Den Rest des Chlorides fiihrte ich in das Chloraurat iiber, das aus konz. 
Salzsiure umkristallisiert wurde. Es schmolz wie das Goldsalz des synthetischen 
Spermidins bei etwa 222°. Keine Depression des Mischschmelzpunktes. 

9,314 mg Sbst.: 2,675 mg CO,, 1,750 mg H,O, 4,708 mg Au. — 4,343 mg 
Sbst.: 0,128 mg N, (24°, 736 mm). 

CyH,gN; (HAuCl,)3. Ber. C 7,21, H 1,90, N 3,61, Au 50,76. 

Gef. C 7,84, H 2,10, N 3,28, Au 50,55. 

SchlieBlich wurde auch versucht, das fiir Spermidin besonders charakteristische 
Phosphat darzustellen, wobei auch mikroskopische Prismen erhalten wurden. 
Doch reichte die Menge zur Analyse nicht mehr aus. 
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Flavianat-Frakt. IV 

Das Filtrat der 16,2 g Flavianat, aus dem sich nacheinander Arginin, Putrescin 
und Spermidin isolieren lieBen, gaben nach Einengen und langerem Stehen im 
Kiihlschrank noch eine Abscheidung von 7,6 g Flavianat, die aber bei der weiteren 
Aufteilung groBe Schwierigkeiten bereitete. Nur Histidin lie8 sich daraus iiber 
eine Quecksilbersulfatfallung nach Hopkins gewinnen, und zwar unter Anwendung 
der fiir diese Base nach Vickery!® besonders geeigneten Dichlorbenzolsulfon- 
siure. Das gewonnene Salz wog nur 37 mg und gab nach dem Umkristallisieren 
den erwarteten N-Wert. 

2,580 mg Sbst.: 0,147 cem N, (26°, 743 mm). 

CsH,O.N3 (C,H,O,SCI,).. Eer. N 6,90. Gef. N 6,38. 

Die Paulysche Diazoprobe war intensiv positiv. 

Das Filtrat von Flav.-Frakt. IV wurde mit Baryt usw. in bekannter 
Weise in die freie Basenlésung verwandelt, welche 0,36 g Tyrosin enthielt, das 
nach dem Umkristallisieren aus viel Wasser die typischen weichen Nadeln lieferte 
und positive Millon-Reaktion ergab. 

5,068 mg Sbst.: 11,115 mg CO,, 2,900 mg HO. — 3,103 mg Sbst. : 0,216 cem N, 
(27,5°, 726 mm). 

C,H,,0,N. Ber. C 59,64, H 6,12, N 7,75. Gef. C 59,65, H 6,40, N 7,55. 

Das Filtrat des Tyrosins wurde mit Quecksilbersulfat und Schwefelsaiure 
nach Hopkins unter Zugabe von viel Alkohol gefallt. Nach Uberfiihrung dieser 
Quecksilbersulfatfallung in eine Lésung der freien Basen lieB sich aus dieser nach 
starkem Kinengen durch Zugabe von alkoholischer Pikrinséiure ein etwas harziges 
Pikrat in einer Menge von 4 g gewinnen. Nach Kochen mit Tierkohle war es kristal- 
linisch und lieferte nach 3-maligem Umkristallisieren die fiir Lysinpikrat er- 
warteten Werte. 

4,350 mg Sbst.: 6,095 mg CO,, 1,750 mg H,O. — 4, reed mg Sbst.: 6,390 mg CO,, 
1,930 mg H,O. — 3,112 mg Sbst.: 0,521 ecm N, (26,5°, 726 mm). 

C.Hy,No'CsH30,N3. Ber. C 38,37, H 4,56, N 18,70. 

Gef. C 38,24, 38,59, H 4,50, 4,78, N 18,23. 

Die Lésung des aus dem Pikrat gewonnenen Kupfersalzes gab mit etwas 
Benzaldehyd bei alkalischer Reaktion die fiir Lysin charakteristische graublaue 
Fallung der Benzylidenkupfer-Verbindung nach Turba!*). 

Den nicht mit Quecksilbersulfat fallbaren Anteil befreite ich nach Abdunsten 
des Alkohols mit Schwefelwasserstoff vom Quecksilber und mit Baryt von der 
Schwefelsiure, woran sich eine Fallung mit alkoholischem Quecksilberchlorid 
schloB. Aus dieser lieB sich nach Beseitigung des Quecksilbers mit Schwefelwasser- 
stoff 5,9g eines Goldsalzes gewinnen, das sich nach dem Umkristallisieren als 
Cholinchloraurat erwies. 

8,967 mg Sbst.: 4,500 mg CO,, 2,600 mg H,O. — 4,117 mg Sbst.: 0,116 ccm N, 
(27°, 733 mm). — 13,020 mg Sbst.: 5,744 mg Au. 

C;H,,ON-AuCl,. Per. C 13,54, H 3,18, N 3,17, Au 44,50. 

Gef. C 13,69, H 3,24, N 3,09, Au 44,35. 

Kin kleiner Teil des Chloraurates wurde mit Silberpulver in das Chlorid und 
dieses durch Zugabe von Dipikrylaminmagnesiumlésung in das charakteristische 
feinkristallinische Cholin-hexylat verwandelt, das sich ausgezeichnet zum Nach- 
weis!? auch sehr kleiner Mengen von Cholin eignet, da es sehr schwerléslich ist und 


10 H. B. Vickery u. J. K. Winternitz, J. biol. Chemistry 156, 211 [1944]. 

* Das Lysin liefert zwar im reinen Zustand ein sehr schwerlésliches Flavianat: 
wenn es indessen in unserm Fall von Flaviansiure nicht niedergeschlagen wurde. 
so ist dies wieder ein Beweis dafiir, wie sehr Ausfaillungen durch Anwesenheit 
anderer Korper gehindert werden kénnen, eine Erfahrung, die man gerade bei 
Untersuchungen wie der vorliegenden nur zu oft machen muB. 

1 ¥. Turba, diese Z. 283, 19 [1948]. 

12 —D. Ackermann u. H. Mauer, diese Z. 279, 114 [1943]. 
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auch aus sehr diinnen Lésungen von neutraler Reaktion sofort kristallinisch aus- 
gefallt werden kann. Der Zersetzungspunkt von 231° entsprach dem erwarteten. 

3,183 mg Sbst.: 0,580 com N, (21,5°, 740 mm). 

C;H,,ON-C,,H,0,.N,. Ber. N 20,66. Gef. N 20,57. 

Aus dem Filtrat der alkoholischen Quecksilberchloridfallung wurde nach 
Beseitigung des Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff durch Eindampfen der 
Chloridlésung zum Sirup und Fallen mit absol. Athanol insgesamt 0,36 g Betain- 
chlorid erhalten, welches nach Umkristallisieren aus Wasser und Trocknen bei 160° 








C,H,,0,N-HCl. 


zur Analyse kam. 
8,647 mg Sbst.: 5,38 ccm n/100-NaOH [Kjeldahl]. 
Ber. N 9,12. Gef. N 8,72. 
Das Chlorid schmilzt wie dasjenige des Betains bei 227—228°. Der Mischschmelz- 
punkt mit synthetischem Chlorid zeigte keine Depression. 
Ein Teil des Chlorids wurde mit Goldchloridchlorwasserstoff gefallt und 
lieferte nach dem Umkristallisieren aus Salzsiure die fiir Betainchloraurat 
charakteristischen, cholesterinihnlich glitzernden Blattchen. 
10,276 mg Sbst.: 5,030 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 4,120 mg Sbst.: 0,106 ccm 
N, (21,5°, 740 mm). — 8,720 mg Sbst.: 3,730 mg Au. 
C;H,,0,.N-HAuCl,. Ber. C 13,13, H 2,71, N 3,07, Au 43,14. 


Gef. C 13,36, H 2,70, N 2,90, Au 42,78. 


II. Seidenraupen, erwachsen 


Es wurden 7,6 kg Tiere samt dem Konservierungsalkohol auf ahnliche Weise 


nur mit geringen Abwandlungen aufgearbeitet. Es fand sich auch hier Arginin 
Tabelle 1 




















in 8,4 kg Seiden- Freier : Freier 
raupen nach der | Kérper || a K@6rper 
dritten Hautung ee SD hie mg/kg 
Harnsaiure . . 32,6 g 3880 19,1 g 2517 
Arginin 3,4 g Flavianat, 16,8 g Flavianat, 
k analysiert 145 analysiert, auch 
Pikrat und Kupfer- 
i nitratsalz analy- 
siert 773 
Putrescin 1,47 g Pikrat, anal., 1,56 g Flavianat 
auch Chlorid und analysiert, auch als 
Chloraurat analy- Pikrat u. Chlor- 
siert 28,2 || aurat analysiert 16 
Spermidin . . | 7,3 g Diflavianat, 
i anal., auch als Pi- 
| krat, Chlorid, Au- 
i Salz analysiert 163,2 --- — 
' Histidin . . . | 37 mg Dichlor- 690 mg Dichlor- 
i benzolsulfonat 1,1 || benzolsulfonat 22,8 
f Lysin . . 4 g Pikrat, analy- 9,68 g Pikrat, 7,8 g¢ 
siert 185 Diflavianat, beide 
analysiert 685 
Cholin. . . . | 5,9 g Chloraurat, 25,4 mg Chloraurat, 
Hexylat, beide ana- 16,7 mg Hexylat, 
lysiert 192 1,5 g Pikrat, simt- 
lich analysiert 72,4 
Betain 0,3 g Chlorid, auch 
als Au-Salz analy- 
siert 32,5 
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(Kupfernitratsalz), Lysin (Pikrat und Diflavianat), Histidin (Dichlorbenzol- 
sulfonat), Cholin (Pikrat, Goldsalz, Hexylat), Putrescin (Pikrat, Goldsalz). 
Hingegen lieBen sich Spermidin und Betain nicht isolieren. Die Reinheit der Salze 
wurde stets durch Analyse kontrolliert, doch soll auf Wiedergabe der Zahlen ver- 
zichtet werden. 

In Tab. 1 sind die Mengen der in reinem Zustande gewonnenen Salze der 
Basen und der Gehalt an freiem K6rper in mg/kg frischem Tier angefiihrt. Es sind 
dies ausgesprochene Mindestausbeuten, da die Isolierung und Reinigung ganz er- 
hebliche Verluste mit sich brachten. 

Die prozentuale Abnahme des Gehaltes an Reststickstoff und Basenstickstoff 
im Laufe der Entwicklung der Seidenraupen zeigt Tab. 2. Auch Leifert fand vom 
ersten zum zweiten Stadium eine Senkung des Reststickstoffes, dann allerdings 
in den spateren Stadien eine gewisse Steigerung, die sich bei unsern Versuchen 
nicht nachweisen lie8. 

Die EnteiweiBung erfolgte nach Verreiben der narkotisierten Tiere (20 g) mit 
Sand in hei&em essigsaurem Wasser, Aufkochen und Zugabe von 20-proz. Trichlor- 
essigsiure (2 cem). Am andern Tage wurde durch ein Kieselgurfilter abgesaugt, mit 
kochendem Wasser mehrfach gewaschen und das Filtrat auf 100 ccm aufgefiillt. Je 
20 ccm dienten zur Bestimmung des Rest-N nach Kjeldahl. Weitere 50 cem wurden 
mit 2,5cem 50-proz. Schwefelsiure und 5 ccm 50-proz. Phosphorwolframsaure 
gefallt. Nachdem im Filtrat dieser Fallung der Stickstoffgehalt bestimmt war, 
konnte unter Abzug des so erhaltenen Wertes von dem des Reststickstoffes der 
Gehalt an Basenstickstoff ermittelt werden. Stets wurden Doppelversuche mit 
Doppelanalysen durchgefiihrt. 


Tabelle 2 











" % N im frischen Tier 

Seidenraupen ene eae. Bi 
Gesamt-N | Rest-N | Basen-N 

Vor der 1. Hautung . . 1,78 0,87 0,73 

nach der 1. Hautung . . 1,67 0,45 0,34 

nach der 2. Hautung . . 1,45 0,29 0,16 

nach der 3. Hautung . . 1,41 0,39 0,21 

nach der 4. Hautung . . 2,23 0,16 0,07 


Die Untersuchung wurde mit dankenswerter Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Unter den basischen Extraktivstoffen der Seidenraupen fanden 
sich erstmalig auBer Arginin, Lysin und Histidin auch Cholin 
und Betain; ferner Putrescin, das bisher nur in Melo'on ha vu gavis 
beobachtet wurde und Spermidin, dessen Vorkommen bei Wirbel- 
losen tiberhaupt noch nicht bekannt war. — Im Laufe der Entwicklung 
sinkt der prozentuale Basen-N. 








— a a rr ee 
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Tetraphenylbor-Verbindungen zum Nachweis von Histamin 
und anderen Basen 
Von 
L. Zeidler 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1952) 


Da bei der Aufarbeitung tierischer Extrakte auf biogene Amine 
stets erhebliche Mengen von Sirupen zuriickbleiben, die jeder weiteren 
Reinigung mit den bisherigen Methoden trotzen, hat man sich im hie- 
sigen Institut schon mehrfach nach neuen Alkaloidfallungsmitteln um- 
gesehen und eine ganze Reihe von solchen bzw. ihrer Salze! beschrieben. 

Vor kurzem wies nun Spier? gelegentlich der Beschreibung einer 
oxydimetrischen Kalium-Titrationsmethode mit Hilfe des Tetraphenyl- 
borkomplexes (Ph,BPh,—) darauf hin, daB auch Cholin und Acetyl- 
cholin mit diesem Fallungsmittel schwer lésliche Verbindungen geben. 
Dies gab Veranlassung, noch andere biogene Amine mit diesem Reagens 
zu priifen, und wie die Tabelle zeigt, ergab sich in der Tat eine groBe 
Schwerloslichkeit bei einer ganzen Reihe von Verbindungen. Es gilt 
dies ganz besonders fiir die des Histamins mit der Léslichkeit von 0,01%. 
Die Verbindungen lieferten weife, lockere, gut filtrierbare Nieder- 
schlage, die ohne Umkristallisation sofort die erwarteten N-Werte 
zeigten. Leichter lésliche Salze, wie die des Arginins, Lysins und Be- 
tains scheiden sich anfangs schmierig ab und eignen sich weniger zu 
praparativen Zwecken. 


Tetraphenylbor-Verbindungen einiger biogener Amine 























Wasser- 

Ber. Gef. eine a 

oN oN — in | Schmp. 
Cadaverin . . .| Cy5HyNo[(CgHs),BH), 3,77 3,45 0,031 164° 
Guanidin . . .| CH,N,(CgH;),bH 11,08 | 10,43 0,14 Liz’ 
Histamin. . . .| C;H,N,[(CgH;),BH], 5,59 5,50 0,01 135° 
Histidin . . . .| CgH,NgOo(CgHs)sbH 8,64 | 8,01 | 0,24 | 183° 
Putrescin . . .| CyHyNol(CgHs)abH], 3,85 3,62 0,027 | 196° 
Spermin. . . .| CygHogN4l(CgH;)4BH |, 3,78 3,69 0,02 120° 
Tetramethylam- 
moniumhydroxyd| C,H,.N(CgH;),B 3,56 3,28 0,05 200° 


(Zers.) 


Man wird sich also zur Isolierung der untersuchten und gewiB 
auch mancher anderer biogenen Amine mit Vorteil des neuen Fallungs- 
mittels bedienen kénnen, um so mehr als es ohne Schwierigkeit gelingt, 
die Verbindungen in andere Salze iiberzufiihren. Nach Ansauern mit 
Mineralsiure wird nimlich das Reagens leicht in Ather aufgenommen. 
Will man kleine Mengen der betreffenden Basen quantitativ bestimmen 


: Vel. D. Ackermann u. H. Mauer, diese Z. 279, 114 [1943]. 
2H. W. Spier, Biochem. Z. 322, 467 [1952]. 
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und hat man nur mit einer Verunreinigung durch Kalium zu rechnen, 
so geniigt Loésen des mit Wasser gewaschenen Niederschlages in Aceton 
und Bestimmung des N-Gehaltes in dieser Lésung mit der Mikrokjel- 
dahlmethode. 

Das Fallungsmittel* muB stets frisch im Wasser gelést werden, 
und die Lésung der niederzuschlagenden Base neutral oder schwach 
sauer sein, denn bei starker saurer Reaktion scheidet sich der schwer- 
lésliche Tetraphenylborkomplex (Léslichkeit 0,1°%) selbst ab. 

Die Substanzen schmelzen scharf, ohne sichtbare Zersetzung. 


Abtrennung des Fallungsmittels 
0,08 g Tetraphenyl-bor-histamin (reines Di-Salz) werden mit 1 ccm 
starker Salzsiure versetzt und mit Ather unter jedesmaligen Absaugen desselben 
durch eine Kapillarpipette mehrmals geschiittelt. Nach Trocknen des waBrigen 
Anteils im Vakuum bleiben 0,02 g Histamin-dichlorid zuriick. Ber. 0,02 g. 
Das nun dargestellte Goldsalz hat 49,75% Au. Fiir C;H,N,-2HAu Cl, ber. 49, 85. 


 * Als Natriumsalz unter dem Namen »Kalignost*‘ von der Fa. Heyl & Co., 
Werk Hildesheim, OrleansstraBe, zu beziehen. 


Uber die Darstellung der Dimethylacetale 
héherer aliphatischer Aldehyde als Testsubstanzen 
fiir die Bestimmung der Acetalphosphatide 


Von 
F. Leupold und H. Biittner 
Aus der Medizinischen Universitétsklinik Kiel (Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. September 1952) 
i. 


Dimethylacetale (Dimac), die einer von uns! aus Gehirn isolierte, 
ergaben bei einer Untersuchung nach der Feulgenschen*® Methode 
einen von dem berechneten Wert abweichenden Gehalt an Aldehyd. Zur 
Uberpriifung dieser Differenz erschien es wiinschenswert, synthetische 
Dimac herzustellen. 

Feulgen und Mitarbeiter benutzten bei ihrer Plasmalbestimmung 
als Testsubstanzen stets freien Stearin- oder Palmi.inaldehyd, der tiber 
die Thiosemicarbazone gereinigt worden war. Die Aldehyde wurden 
entweder aus Muskelphosphatiden gewonnen® oder aus der entsprechen- 
den Fettsiure dargestellt* *?. Die Unbestindigkeit freier Aldehyde 
macht diese als Testsubstanzen ungeeignet. Den physiologischen Ver- 


1 F. Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. 

° R. Feulgen, letzte Mitt.: diese Z. 287, 90 [1951]. 

3 R. Feulgen u. K. Imhauser, Biochem. Z. 181, 30 [1927]. 
4 R. Feulgen u. M. Behrens, diese Z. 177, 221 [1928]. 

5 R. Feulgen u. R. Griinberg, diese Z. 257, 161 [1939]. 
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haltnissen, bei denen eine Acetalbindung vorliegt, kommt man niaher, 
wenn man zum Testen Aldehyde in Form der Acetale benutzt. Waelsch 
und Mitarbeiter verwandten synthetische Glycerinacetale, die nach 
Bersin und Mitarbeitern’ hergestellt worden waren. Unterschiedliche 
Angaben iiber die Spaltungsgeschwindigkeit der Glycerinacetale bei 
Bersin und Waelsch lassen vermuten, da die Darstellung ganz reiner 
Praparate Schwierigkeiten macht. Bereits Waelsch® betont, da eine 
ideale Testsubstanz reines, kristallisiertes Acetalphosphatid ware, tiber 
dessen Darstellung aus Ochsengehirn vor kurzem Thannhauser und 
Mitarbeiter® und iiber dessen Synthese Bersin und Mitarbeiter’ be- 
richteten. Diese Methoden erfordern einen erheblichen Aufwand. AuBer- 
dem dirfte die Strukturaufklarung der Acetalphosphatide noch nicht 
abgeschlossen sein. So haben vor kurzem Klenk und Béhm!?® die 
Vermutung ausgesprochen, daB neben colamin- auch serinhaltige Acetal- 
phosphatide vorkommen. Wir haben deshalb als Testsubstanzen Di- 
methylacetale benutzt, die stabil sind und sich in einfacher Weise rein 
darstellen lassen. 


II. 


Wir erhielten Dimac in folgender Weise: Palmitin- bzw. Stearin- 
sdure wurde in das Saurechlorid tiberfiihrt, dann nach Rosenmund 
zum Aldehyd reduziert und dieser mit Methanol acetalisiert. 


Zur Darstellung der Aldehyde wurde eine von Grob, Jenny und 
Utzinger™ angegebene Modifikation des Feulgenschen Verfahrens 
angewandt. Die Isolierung des freien Aldehyds erwies sich als unzweck- 
miBig. Beim Abdampfen des Lésungsmittels entstehen leicht Poly- 
merisations- oder Kondensationsprodukte. Feulgen‘ gibt an, daB durch 
Destillation der freien Aldehyde bei 1 Torr Depolymerisierung erreicht 
wird. Im Gegensatz hierzu berichtet Thannhauser” iiber ,,extensive 
polymerisation“ bei dem gleichen Verfahren. Wir erhieiten bei mehreren 
Versuchen uneinheitliche Praparate, die sich auch tiber die Oxime nicht 
reinigen lieBen. Auch die von Grob u. a." angegebene Reinigung iiber 
die Hydrogensulfitverbindung, die wir mit Stearal versuchten, fiihrte 
nicht zu reinen Praparaten, abgesehen davon, da8 wir nicht annaéhernd 
die von diesen Autoren angegebene Ausbeute erhielten. 

Das Auftreten von Polymerisationsprodukten lieB sich vermeiden, 
indem wir die Acetalisierung im Reaktionsmedium vornahmen. Einer 


6 M. Anchel u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 152, 501 [1944]. 

7 T. Bersin u. Mitarbeiter, diese Z. 269, 241 [1941]. 

8 H. Waelsch, diese Z. 288, 123 [1951]. 

9 §. J. Thannhauser, N. F. Boncoddo u. G. Schmidt, J. biol. Chemistry 
188, 417 [1951]. 

10 FE. Klenk u. P. Bohm, diese Z. 288, 98 [1951]. 
' 1 C,A. Grob, E.F. Jenny u. H. Utzinger, Helv. chim. Acta 34, 2249 
1951]. 

2 §.J.Thannhauser, N.F.Boncoddo u. G. Schmidt, J. biol. Che- 
mistry 188, 427 [1951]. 
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méglichen Bildung von Nebenprodukten, wie Alkoholen oder Kohlen- 
wasserstoffen, auf die Grob u.a.!! hinwiesen, begegneten wir durch 
Begrenzung der Reduktionszeit. Die nicht umgesetzten Saurechloride 
wurden als Seifen entfernt. Zur weiteren Charakterisierung wurden aus 
den Dimac die Oxime dargestellt. 


Beschreibung der Versuche 
a) Darstellung der Aldehyde 

Als Ausgangsmaterial wurde benutzt: Stearinsiiure reinst (Merck), Schmp.: 
69° C, und Palmitinsaéure (Merck), Schmp.: 59° C. Die Palmitinsaéure enthalt nach 
Angabe der Firma nur 98,5% C,,H3.0.; sie wurde deshalb in die Methylester iiber- 
fiihrt, diese bei etwa 1 Torr destilliert und anschlieBend verseift. Nach Abtrennung 
des Unverseifbaren wurden die Seifen mit Mineralsiure zerlegt und die freie Fett- 
siure aus Aceton umkristallisiert. Schmp.: 61,5° C. 

15 g Stearin- bzw. Palmitinsiure wurden mit 35 g frisch, destilliertem Thionyl- 
chlorid 2 Stdn. auf dem Wasserbad am RiickfluBkiihler gekocht, dann das iiber- 
schiissige Thionylchlorid bei 15 Torr abdestilliert und der leicht gelb gefarbte, 
nahezu geruchlose Riickstand bei 1 Torr mit offener Flamme rasch destilliert. 
Ausbeute an farb- und geruchlosem Saurechlorid: 90°, d. Theorie. 

Die Reduktion wurde in dem von Grob u.a.!! angegebenen Dreihalskolben 
durchgefiihrt. Ais zweckmaBig erwies es sich, zwischen Kolben und Quecksilber- 
verschlu8 des Riihrers einen 25cm langen Dimrothkiihler anzubringen. Die er- 
haltenen Saurechloride wurden mit 3 g 5-proz. Pd-BaSO,-Katalysator in 75 ccm 
wasserfreiem Xylol angesetzt. Olbadtemperatur: 140° C. Bei kraftigem Wasserstoff- 
strom und schnellem Riihren bildeten sich nach Erreichen der Reaktionstemperatur 


etwa 1,3 Millimol Aldehyd pro Min. Aus den oben erwihnten Griinden wurde die 
Reaktion vorzeitig nach 30 Min. abgebrochen und nach dem Erkalten der Kata- 
lysator abzentrifugiert. 


b) Darstellung und Reinigung der Dimethylacetale 

Die Xylollésung des Aldehyds wurde sofort mit 300 cem 2-proz. wasserfreier, 
methylalkoholiscker Salzsiure 2 Stdn. am RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad 
gekocht und nach dem Erkalten mit Petrolaither (Sdp. bis 40° C) ausgeschiittelt, 
wie bei Leupold! angegeben. Der Petrolither wurde abgedampft und der noch 
xylolhaltige Riickstand mit 400 cem n/2 -methylalkohol. NaOH 1 Stde. auf dem 
Wasserbad zur Verseifung der nicht umgesetzten Saurechloride bzw. der gebildeten 
Fettsiuremethylester gekocht. Nach Abtrennung der Seifen und erneutem Auf- 
nehmen der Dimac in Petrolither erfolgte nochmalige Verseifung mit n/4-NaOH 
wie oben. 

Die erhaltenen, leicht gelblichen Dimac wurden auf dem Wasserbad bei 15 Torr 
vom Petrolather und der Hauptmenge des noch vorhandenen Xylols befreit und 
anschlieBend bei 0,5—1 Torr aus einem Claisenkolben mit offener Flamme rasch 
destilliert. Ein noch xylolhaltiger Vorlauf von wenigen Tropfen wurde verworfen 
und das Destillat in drei Anteilen aufgefangen. Auf diese Weise erhielten wir 8—9 g 
reine Dimac. 

1. 4,860; 4,572 mg Sbst.: 13,485; 12,695 mg : '0.; 5,740; 5,400 mg H,O. — 
3,333; 3,359 mg Sbst.: 5,320; 5,240 mg AgJ. — 2. 4,560; 4,478 mg Sbst.: 12,795; 
12,570 mg CO,; 5,430; 5,360 mg H,O. — 3, 241; 3,192 mg Sbst.: 4,560; 5,220 mg 
AgJ. 

Palmital-Dimac, C,,H;,0.. Ber.: C 75,46, H 13,37, OCH, 21,67. 

Stearal-Dimac, Cy 9H4y.0,. Ber.: C 76, 36, H 13,46, OCH, 19,73. 

13,22, OCH, 21,08. 
13,22, 
13,32, 
13,3 


Gef.: 1. C 75,70, 
C 75,76, OCH, 20,61. 
2, OCH, 18,59. 


H 
H 
2. C 76,55, H 
C 76,57, H 9, OCH, 21,60. 
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Die Methoxylbestimmung bei fliissigen Acetalen ist relativ unsicher, da es vor 
der Reaktion mit HJ zu einer Verfliichtigung kommen kann (vgl. Hoffman und 
Wolfrom"’), 

c) Eigenschaften der Dimethylacetale 

Palmital- und Stearal-Dimac sind farb- und geruchlose, leichtfliissige Ole 
von intensiv hellblauer Fluoreszenz. Verseifungszahl (50 mg Einwaage): 0. Weitere 
Daten finden sich in der Tabelle (Temp.-Angaben in °Celsius). 





5 950 Molrefrakti 
Schmp. Sdp. d°" ns olrefraktion 





ber. | gef. 

















Palmital-D. 10° 139—146°%1,5 Torr) | 0,8452 1,4382 | 88,61 | 89,01 
Stearal-D. 20° 162—167°(0,5Torr) | 0,8461 1,4410 | 97,85 | 98,17 


Die gefundenen Brechungsindices schlieBen sich in befriedigender Weise an den 
von Seiji Wakayama" fiir Octanaldimac gefundenen Wert an. 


d) Darstellung der Oxime 
Die Oxime wurden aus den Dimac nach Klenk” dargestellt. Zur Reinigung 
wurden sie aus Methanol umkristallisiert und mit Petrolather (— 10° C), Methanol 
und Wasser gewaschen. 
1. 5,132; 4,976 mg Sbst.: 14,225; 13,775 mg CO,; 6,030; 5,790 mg H,O. — 
3,025; 2,986 mg Sbst.: 0,151 cem N (29°,740 Torr); 0,146 cem N (28,5°, 730 Torr). 
2. 5,103; 5,072 mg Sbst.: 14,305; 14,255 mg CO,; 5,990; 5,950 mg H,O. — 
3,676; 3,053 mg Sbst.: 0,158 ecm N (21,5°, 737 Torr); 0,137 cem N (26,5°, 732 Torr). 
Palmitaldéxim, C,,H;,0N. Ber.: C 75,23, H 13,02, N 5,48. 
Stearaldoxim, C,sH3,ON. Ber.: C 76,26, H 13,16, N 4,94. 
1. Gef.: C 75,62, H 13,15, N 5,42. 
C 75,52, H 13,02, N 5,32. 
2. Gef.: C 76,48, H 13,14, N 4,84. 
C 76,66, H 13,13, N 4,93. 
Farblose Kristalle. Palmitaldoxim Schmp.: 88°C; Stearaldoxim Schmp.: 
91,5° C. 
Nach den Literaturangaben (vgl. Ubersicht*) schmilzt Stearaldoxim bei 
89° C. Der von uns gefundene Wert schlieBt sich aber besser den fiir C,, und Cj, be- 
kannten Schmelzpunkten an. 


Zusammenfassung 


1. Die in der Literatur angegebenen Testsubstanzen fiir die Be- 
stimmung der Acetalphosphatide werden besprochen. Geeignet er- 
scheinen die Dimethylacetale, die stabil sind und sich leicht in reiner 
Form darstellen lassen. 

2. Darstellung und Eigenschaften der Dimethylacetale werden 
beschrieben. 

3. Zur weiteren Charakterisierung wurden die Dimethylacetale in 
Oxime iiberfiihrt. 


8B D.O. Hoffman u. M.L. Wolfrom, Analytic. Chem. 19, 225 [1947]. 

M Seiji Wakayama, J. chem. Soc. Japan pure Chem. Section 72, 275 
{1951] (Chem. Abstr. 46, 2483 [1952}). 

15 EK. Klenk, diese Z. 282, 18 [1945]. 

16 A. W. Ralston, Fatty acids and their derivatives. New York 1948, 8. 821 ff. 
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Uber den EinfluB von Gewebevorbehandlung 
und Zusammensetzung der Suspensionsfliissigkeit auf die Atmung 
von Leber- und Zwerchfellschnitten 


Von 
Horst Frunder 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 
Direktor: Prof. Dr. med, et phil. E. Strack 


= — —=—= rm 4 j,m>RE LS ~ 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. September 1952) 


In zahlreichen Arbeiten itiber den O,-Verbrauch von Geweben in 
vitro fand man, daB die O,-Aufnahme aufberordentlich schwankt. Ins- 
besondere drei Faktoren iiben entscheidenden EinfluB auf die Atmungs- | 
groBe aus: ; 

1. der Ernaihrungs- und Funktionszustand des iiberlebenden Gewebes, 
2. die Art der Vorbehandlung des Gewebes und 
3. die Zusammensetzung der Suspensionsfliissigkeit. 

Auftretende Schwankungen in diesen drei Faktoren beeinflussen 
die Atmungsgr6Be so betrichtlich, daB Ergebnisse, die mit unterschied- 
licher Methode gefunden wurden, sich nur schwierig vergleichen und 
deuten lassen. 

Einen wesentlichen Fortschritt stellten daher die ,,Standard-Be- 
dingungen* fiir die Messung der O,-Aufnahme von Krebs}? dar. Sie 
lieBen die AtmungsgréBe gleichmaBiger werden und naherten sie mit 
den atmungsstimulierenden Zusitzen wie Pyruvat, Fumarat, Glutaminat 
und Glucose weitgehend der im Serum gemessenen O,-Aufnahme. 

Man sollte meinen, daB die Zusammensetzung einer optimal be- 
fundenen. Suspensionsfliissigkeit fiir eine Fragestellung immer gleich- 
wertig gehalten werden kann. Aber dies ist offenbar nicht der Fall. 
Denn sogar schon bei kurzen Versuchszeiten kann eine Suspensions- 
fliissigkeit aus Serum oder diesem physiologisch gleichwertigen Ersatz- 
stoffen unphysiologisch werden, da sie sich nicht wie in vivo den ver- 
anderlichen Bediirfnissen des iiberlebenden Gewebes anzupassen ver- 
mag. Deshalb ist es auch nicht berechtigt zu unterstellen, daB Schnitte 
iiberlebender Gewebe bei den dazu noch notwendigen experimentellen 
Manipulationen dem Zustand in vivo entsprechen. 

Die fiir diese Arbeiten verwendeten Suspensionsfliissigkeiten sind 
— fast alle mehr oder weniger vereinfacht — bewuB8t der Serumzu- 
sammensetzung angenihert worden (s. hierzu Krebs}?). 

Fir die Gewebeatmung erhalt man damit meist optimal erreichbare 
Werte. Es hat sich aber gezeigt, daB fiir andere Stoffwechselfragen 
eine dem Serum angenihert zusammengesetzte Suspensionsflissigkeit 
durchaus nicht immer die giinstigsten Resultate ergibt. Man ist des- 
halb gezwungen, jeweils die optimale Zusammensetzung der Suspen- 


1H. A. Krebs, Biochim. biophysica Acta 4, 249 [1950]. 
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sionsflissigkeit zu suchen, die haufig sehr abweichend durch die Art 
der Gewebe und den Charakter der Fragestellung bestimmt wird? 3. 
Durchsicht der Literatur beweist eindringlich, daB es keine Suspensions- 
fliissigkeit gibt, auch wenn sie der Serumzusammensetzung weitgehend 
angenéhert ist, die den Bediirfnissen eines iiberlebenden Gewebes 
schlechthin entspricht. Es ist ja auch leicht einzusehen, daB die experi- 
mentellen Versuchsbedingungen den aus seiner natiirlichen Umgebung 
herausgelésten Gewebeschnitt mehr oder weniger stark in seinen nor- 
malen Stoffwechselfunktionen stéren bzw. verandern. 

Schadigungen aus methodischen Griinden sind leider nicht véllig 
zu vermeiden. Vor der Ubertragung von Versuchsergebnissen auf die 
Verhaltnisse in vivo ist es dalier notwendig, ihren Charakter und ihre 
GroBe zu bestimmen, um sie eliminieren zu k6nnen. Solche Einfliisse 
lassen sich erkennen, wenn man von der serumahnlichen Zusammen- 
setzung stufenweise abweicht. DaB damit zugleich auch spezielle Stoff- 
wechselgr6Ben zu erhdhen sind, kann ich an der erhéhten Atmungs- 
groBe im folgenden zeigen. 

Gegeniiber der Untersuchung von Gewebehomogenaten, bei denen 
man derartige Abweichungen kennt und bei denen vor allem die sehr 
leicht einsetzende Schadigung der Atmungssysteme durch ATP- und 
DPN-Zusatze ausgeglichen werden mub*, begegnet man an Gewebe- 
schnitten erheblichen Schwierigkeiten. Sie sind insbesondere durch die 
weitgehende Erhaltung der Struktur der Gewebe bedingt. Wahrend im 
Homogenat das zerkleinerte Gewebe in direkten Kontakt mit der Sus- 
pensionsfliissigkeit kommt, sind die Verhiltnisse bei Gewebeschnitten 
verwickelter und undurchsichtiger. Es liegen hier zumindest drei eigen- 
stiindige Systeme vor, deren notwendiger Ausgleich gestért bzw. ver- 
zogert ist: 1. die Suspensionsflissigkeit, 2. der extrazellulare Gewebe- 
raum und 3. der intrazellulare Geweberaum. Die Suspensionsfliissigkeit 
wirkt im Gewebeschnitt nur auf den extrazelluliren Geweberaum und 
erst mittelbar auf die Zelle ein. Begrenzend sind gegeniiber den Ver- 
haltnissen in vivo der stark verlaingerte Diffusionsweg®> und die gein- 
derte Zellpermeabilitét. Ebenfalls miissen sich die aus dem Zellstoff- 
wechsel stammenden und von der Zelle abgegebenen Substanzen zu- 
nichst im extrazelluliéren Geweberaum anreichern. Da sie von hier — 
wiederum infolge des verlangerten Diffusionsweges — nur sehr ver- 
zogert in die Suspensionsfliissigkeit gelangen, ist gegentiber dem Zell- 
inneren das notwendige optimale Gefalle nicht vorhanden. Man hat also 
von vornherein im extrazelluliren Geweberaum, der in unmittelbarem 

2 N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, Biochem. Z. 302, 393 [1939]: 
J. M. Buchanan, A. B. Hastings u. F. B. Nesbett. J. biol. Chemistry LS0, 
435 [1949]; N. Hollinger, F. A. Fuhrmann, J. J. Lewis u. J. Field, J. cellular 
comparat. Physiol. 33, 223 [1949]. 

3 C. O. Warren, J. biol. CRemistry 156, 559 [1944]: 167, 543 [1947]. 

4 A. B. Pardee u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 181, 739 [1949]. 

°> F. Leuthardt, Biochem. Z. 299, 290 [1938]. 
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Kontakt mit der tiberlebenden Zelle steht, mit einer geainderten stoff- 
lichen Zusammensetzung zu rechnen, die 1. anders als physiologischer- 
weise in vivo und 2. anders als die der Suspensionsfliissigkeit ist. 
Letztere muB deshalb so zusammengesetzt sein, daB sie neben der Er- 
haltung der Stoffwechselfunktionen auch die gestérten Stoffaustausch- 
vorgiinge mildert. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, durch Veranderungen in 
der Zusammensetzung der Suspensionsfliissigkeit jene Bedingungen zu 
klaren. Ich beschrankte mich zunachst darauf, den EinfluB der Gewebe- 
vorbehandlung und der pq-Regulation auf die Atmungsgr6Be von Leber- 
und Zwerchfellschnitten zn untersuchen. 


Methodik 


In meinen Versuchen wurden die von Krebs fiir die Messung der ,,Standard- 
geschwindigkeit* der Gewebeatmung vorgeschlagenen Bedingungen eingehalten. 
Lediglich die Suspensionsfliissigkeit wurde anders zusammengesetzt. Die O,-Auf- 
nahme der Gewebeschnitte wurde in reinem O, unter Absorption der Atmungs- 
kohlensiure durch Alkali mit der direkten Warburg-Methode bestimmt. Das Vo- 
lumen der benutzten AtmungsgefaBe betrug 15—18 ml, Ao, war 1,0—1,3. Die At- 
mungsglischen waren im Hauptraum mit 2 ml Suspensionsfliissigkeit, im Einsatz- 
teil mit 0,2 ml 2-n.KOH und einem Filterpapierstreifen beschickt. Die Badtempe- 
ratur betrug 40° C, die Schiittelgeschwindigkeit 105/min®. Alle Messungen sind als 
Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 

Versuchstiere waren ad libitum ernahrte, normale, junge weife Ratten, die fiir 
die Leberschnitte ein Gewicht von 150—250 g, fiir die Zwerchfellversuche von 100 bis 
120 g hatten. Sie kamen teils nach 24-stdg. Hungerperiode, teils ohne solche zum Ver- 
such. Die Tiere wurden im Kihlraum bei Temperaturen von 0° bis + 2° C nach Deca- 
pitieren entblutet, die Lebern oder die Zwerchfelle méglichst schnell herausprapa- 
riert und kurze Zeit in eiskalter Ringerlésung gewaschen. Die Anfertigung der Leber- 
schnitte mit der Hand erfolgte gleichfalls im Kiihlraum auf einer durch Eis ge- 
kiihlten Glasplatte?. Wahrend des Schneidens wurden Gewebe und Rasierklinge 
wiederholt mit eiskalter Ringerlésung gespiilt. Schnittdicke war 0,2 bis 0,3 mm®:5,5,9, 
Die in eiskalter Ringerlésung gesammelten Schnitte wurden anschlieBend sofort in 
mit Suspensionsfliissigkeit beschickte AtmungsgefiBe, die in einer Schale mit 
zerstoBenem Eis standen, iibertragen. In jedes Glischen kamen 1, bisweilen auch 
2 Schnitte von insgesamt 2—5 mg Trockengewicht. AnschlieBend wurde das 
System mit O, gefiillt und in den Thermostaten eingesetzt. Die Zeit von der To- 
tung der Tiere bis zum Einsetzen der beschickten Glischen in das Wasserbad be- 
trug durchschnittlich 10 Minuten. Nach 15 Min. Temperaturausgleich, damit etwa 
25 Min. nach Tétung der Tiere wurde erstmalig abgelesen und weiterhin dreimal 
nach je 15 Min.; die gesamte Inkubationszeit betrug demnach 60 Minuten. Der 
Qo, wurde aus der Druckanderung errechnet, die waihrend der 45 Min. Beobach- 
tungszeit abgelesen wurde. Angabe des Qo, in ml O, pro g Trockengewicht und 
Stunde. Nach Beendigung der Versuche wurden die Schnitte kurz mit dest. 
Wasser abgespiilt, in Wageglaschen iibertragen und 80 Min. bei 105° C getrocknet. 

6 Uber die Temperaturabhangigkeit des Qo, s. F. A. Fuhrmann u. J. J. 
Field, Arch. Biochem. Biophysics 6, 337 [1945]. 

7 Uber andere Methoden der Schnittherstellung vgl. S. P. Bessemann, 
Science [Lancaster, Pa] 110, 530 [1949]; W. Deutsch, J. Physiology 87, 56 P 
[1936]. 

8 §. J. Folley u. T. H. French, Biochem. J. 45, 117 [1949]. 

9 J. P. Stevenson u. L. Smith, Arch. Biochem. Biophysics 17, 61 [1948] 





ae 














syeeernee: 








Bd. 291 (1952) Atmung von Leber- u. Zwerchfellschnitten LSd5 





Die benutzten Stammlésungen' fiir die Suspensionsfliissigkeit enthielten: 
0,3-m. NaCl, 0,3-m. KCl, 0,055-m. CaCl,, 0,05-m. MgCl, sowie 0,076-m. Na,HPO,- 
2H,0 und 0,076-m. NaH,PO,-H,O. Die beiden Natriumphosphatlésungen wurden 
entsprechend dem gewiinschten py-Wert gemischt und das py der fertigen Puffer- 
lésung mit der Glaselektrode kontrolliert. Es empfiehlt sich, den PO,-Gehalt der 
Gebrauchslésungen genau zu bestimmen und danach einzustellen, da Abweichungen 
sich ungiinstig auf die Atmungsgr6Re auswirken. 

Als Atmungssubstrate wurden folgende Lésungen benutzt und in entsprechen- 
den Mengen der Suspensionsfliissigkeit zugesetzt: 0,1-m.l (+-)-Na-Glutaminat, 
0,1-m. Na-Asparaginat, 0,l-m. Na-Fumarat, 0,l-m. Na-Pyruvat und ‘),22-m. Glu- 
cose. Alle Lésungen wurden, da von freier Saure ausgegangen wurde, mit 1-m. 
NaHCO, auf py 7,0 eingestellt und im Kiihlraum aufbewahrt. Sie wurden héchstens 
6 Tage nach der Herstellung benutzt. 

Vergleichslésung war m/50-Posphat-Ringerlésung vom py 7,4 mit dem halben 
iiblichen CaCl,-Gehalt?®; sie war also statt mit 0,l1l-m. CaCl,-Stammlésung mit 
einer solchen von 0,055-m. Gehalt bereitet. 


Ergebnisse 


I. Einflu8B der Gewebevorbehandlung 
auf die AtmungsgréBe 

Selbst kurze Perioden unzureichender O,-Versorgung und mecha- 
nischer Schaidigung des Gewebes stéren gewisse Anteile der Atmungs- 
ketten. An Lebern asphyktischer Tiere hat Colldahl!® nachweisen 
kénnen, daB DPN und ATP gegeniiber dem Normalen deutlich abge- 
nommen haben. Die Oxydationsgeschwindigkeit von Leberschnitten 
fallt nach Fuhrmann und Field® stetig ab, wenn man das ganze Ge- 
webe vor dem Schneiden bei 35°C aufbewahrt. 

Da bei der Herstellung von Gewebeschnitten sich weder ee 
Schadigungen noch unzureichende O,-Versorgung ganz vermeiden lassen, 
mu man sie in Kauf nehmen. Aber man kann sie weitgehend herab- 
setzen, wenn die herauspraparierten Gewebe rasch auf Temperaturen 
nahe 0°C gebracht werden. Bei dieser Temperatur sind die Reak- 
tionen, die das O,-Aufnahmevermégen herabsetzen, zwar nicht vollig 
aufgehoben, sie sind jedoch auf ein zu vernachlassigendes Minimum 
beschrankt, wie die Atmungsversuche von Krebs! beweisen. 

DaB selbst kurze Zeiten unzulinglicher O,-Versorgung bei héherer 
Temperatur die AtmungsgréBe von Leberschnitten bleibend herab- 
setzen, geht aus folgender Versuchsanordnung (s. Tab. 1) hervor: 

Gewebeschnitte wurden 1. bei Zimmertemperatur (20° C), 2. im Kiihlraum 
bei + 8° C und 3. wie im methodiszhen Teil angegeben bei 0° C unter Eiskiihlung 
hergestellt. Die Zeit von der Tétung der Tiere bis zum Einsetzen der gefiillten 
Atmungstrége in den Thermostaten betrug dabei in allen Fallen jeweils 12 Minuten. 
Um mégliche individuelle Unterschiede in der AtmungsgréBe verschiedener Tiere 
auszuschalten, wurden in einem weiteren Versuch im Kiihlraum unter Eiskiihlung 
vom gleichen Tier Schnitte hergestellt. Ein Teil dieser Schnitte wurde danach 5 Min. 
in Ringerlésung von 37° C, ein anderer Teil in Ringerlésung von Zimmertemperatur 
und der Rest in eisgekiihlter Ringerlésung aufbewahrt. Danach wurden je zwei 
AtmungsgefaBe mit diesen kurze Zeit bei verschiedenen Temperaturen aufbewahrten 
Schnitten des gleichen Tieres beschickt. 


10 H. Colldahl, Acta med. scand. 129, 113 [1947]. 
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Tab. 1. 





: Qo, Leberschnitte eines Qo 
Anfertigung der (Mittel aus 5 Best.) Tieres nach 5 Min. (5 Bst ) 
Leberschnitte bei 1. Stde. | 2. Stde. Aufbewahren in Ringer a 





8° C 11,0 9,8 20° C 10,4 
0° C 12,1 0.5 0° C 11,7 








20° C 9,8 | 8.4 | 379 C 9,3 
] 


Die Ergebnisse der Tab. 1 zeigen, dais der Q,-Wert stets nachweis- 
bar gesenkt wird, wenn die herauspraparierten Gewebe auch nur kurz 
bei Temperaturen iiber (°C gehalten werden. Die Abnahme ist in den 
vorliegenden Versuchen zwar nicht groB und liegt noch innerhalb der 
méglichen Streuung von Leberschnitten, jedoch ist der Effekt stets und 
in der gleichen Richtung liegend zu reproduzieren. Um das O,-Aufnahme- 
vermégen durch die Aufarbeitung der Gewebe moglichst wenig zu schi- 
digen, ist es Vorbedingung, sehr rasch und unter Eiskiihlung zu arbeiten. 
wie es in der Methodik beschrieben wurde. 

Auch unter den vorliegenden schonenden Bedingungen sind in ge- 
wissem Umfang Stérungen im DPN- und ATP-Gehalt der Zellen anzu- 
nehmen!" 2, -Nach Warren? soll DPN-Zusatz die O,-Aufnahme stei- 
gern, wenn kein -Phosphat in der Suspensionsfliissigkeit vorhanden ist. 
wihrend es keinen Effekt bei PO,-Anwesenheit zeigt. 

Ich untersuchte gleichfalls den Einflu8 von DPN-Zusatzen zur Sus- 
pensionsfliissigkeit auf die Atmung von Leberschnitten (verwendet wurde 
je ein DPN-Praparat der Fa. BOhringer & Séhne von 90 bzw. 
99—100%). Zusatz von 0,0001 bis 0,0005m DPN Endkonz. lie8 in 
meinen PO,-haltigen Suspensionsfliissigkeiten die AtmungsgréBe un- 
beeinfluBt, wahrend bei héheren Konzentrationen eine geringe Hem- 
mung zu finden war. Auch der bei Homogenaten und Hirnrinden- 
schnitten zur Einschrinkung der DPN-Zerstérung haufig verwendete 
Nicotinsiéureamid-Zusatz!* }8 blieb bei meinen Versuchen ohne Wir- 
kung auf die AtmungsgréBe. Uber ahnliche Befunde bei der Atmung 
von Hirnrindenschnitten berichtete McIlwain™. Auch ATP-Zusitze 
(90-proz. Prap. der Fa. Henning, Berlin) lieBen bei geringen Konzen- 
trationen die Atmung unbeeinfluBt, wihrend héhere Konz. betrachtlich 
hemmten. 

Alle diese bei Homogenaten nahezu unentbehrlichen Zusatze sind 
unter den vorliegenden Bedingungen auf die Atmung von Gewebe- 
schnitten wirkungslos. Das kann verschiedene Ursachen haben, die mit 
Fragen der Diffusionsgeschwindigkeit, Zellpermeabilitaét und Bedarf zu- 
sammenhingen. Es wird tiber sie spiter berichtet werden. 


1k. S. G. Barron, Z. B. Miller u. G. R. Bartlett, J. biol. Chemistr 
171,791 [1947]. 

2 J. Larner, B. J. Jandorfu.W. H. Summerson. J. biol. Chemistry 178. 
373 [1949]. 

13H. MclIlwain, Nature [London] 163, 641 [1949]. 

14H. MeIlwain, Biochem. J. 44, 33 [1949]. 
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II. Einflu8B der Zusammensetzung und der Pufferkapazitit 
einer einfachen Suspensionsflissigkeit auf die Atmung von 
Leber- und Zwerchfellschnitten 

Friihere eigene Befunde tiber die py-Regulation des Gewebes in 
vivo’ hatten ergeben, daB das py der extrazelluliren Gewebefliissigkeit 
in vivo unabhingig von eingebrachten sauren oder basischen Losungen 
lediglich durch die Stoffwechselaktivitat bzw. -richtung des zur Unter- 
suchung kommenden Gewebes bestimmt wird. Weiter wurde von mir 
nachgewiesen!*®, daB geschidigtes Gewebe im Gegensatz zum normalen 
auf Zuckerzufuhr mit erheblichen Siuerungen reagiert. Eliott und 
Birmingham” kamen zu ahnlichen Ergebnissen auch an Gewebe- 
schnitten. Bei ihren Versuchen senkte Glucosezusatz zur Suspensions- 
fliissigkeit das py an der Schnittoberflache — unabhiangig von der aktu- 
ellen Reaktion der Suspensionsl6sung — bis etwa 6,6 und tiefer. Fehlen 
von Glucose oder gar Anwesenheit von oxydablen Substraten in Gestalt 
ihrer Alkalisalze lieBen dagegen das py im physiologischen Bereich um 
7,4 bleiben. 

Schon in vivo sind also betriichtliche pg-Anderungen nach der 
sauren Seite nachweisbar. Diese sind unter den Bedingungen des Ge- 
webeschnittes mit dem verlaingerten Diffusionsweg und dadurch ver- 
zogerten Abtransport von ausgeschiedenen Stoffwechselprodukten noch 
wesentlich starker.-Andererseits ist jedoch seit langem bekannt, daB die 
Atmung iiberlebender Gewebe stark py-abhingig ist!*1%-19, Aus diesem 
Grunde schien es von Bedeutung zu kliren, ob sich nicht durch Erhohen 
der Pufferkraft der Suspensionsl6sung die im Schnitt verzo6gert ab- 
laufende py-Regulation verbessern lit. Denn durch Vermehrung der 
Puffersubstanzen wird man ihre Diffusion in den extrazelluliren Ge- 
weberaum steigern und dort eine héhere Pufferkapazitat schaffen kénnen. 
Ks wird sich dadurch die gest6érte py-Regulation in gewissem Umfang 
verbessern lassen. Dies wiederum miiBte sich in einer Erhéhung der 
pu-abhingigen AtmungsgréBe zu erkennen geben. 

Bei den zur Klérung und Sicherung dieser Annahme durchgefiihrten 
Versuchen wurde die Atmung in der haufig verwendeten Phosphat- 
Ringerlésung (PR) zugrunde gelegt. Die PR hat im Vergleich zu den 
von Krebs! angegebenen ,,Medien* weiter den Vorzug der Einfach- 
heit. Die Konzentrationen der wenigen Bestandteile der PR, insbe- 
sondere der Puffersubstanzen, lassen sich variieren. Man kommt dadurch 
zu iibersichtlichen Ergebnissen in bezug auf ihre Atmungswirkung. 

Es wurden zunichst’ gegensinnig die NaCl- und Na-Phosphat- 
konzentrationen verandert und der EinfluB dieser? Anderungen auf die 

1° H. Frunder, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 251, 631 [1949]. 

16H. Frunder, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 252, 500 [1950]. 

@ K. A.C. Eliott u. M. K. Birmingham, J. biol. Chemistry 177, 51 [1949]. 

18 W. Dirscherl u. H.U. Bergmeyer, Biochem. Z. 321, 68 [1950]; W. 
Dirscherl u. H. Breuer, Biochem. Z. 821, 508 [1951]. 

19 H. Minami, Biochem. Z. 142, 334 [1923]; O. Warburg, Ergebn. Physiol. 
biol. Chem. exp. Pharmakol. 14, 253 [1914]. 
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Atmungsgr6Be von Leber- und Zwerchfellschnitten untersucht. Dabei 
zeigte sich, daB vélliges Fehlen des Phosphatpuffers die AtmungsgréBe 
erheblich unter den Normalwert senkt (etwa 20—40°). Diese Atmungs- 
herabsetzung ist nicht allein auf das Fehlen der Pufferkraft in der Sus- 
pensionsl6sung zu beziehen, obwohl dieser Faktor hierzu wesentlich 
beitragt. Man muf jedoch beriicksichtigen, daB eine gewisse Menge von 
PO,-Ionen notwendig ist, um die PO,-Verluste aus atmenden Gewebe- 
schnitten zu kompensieren. Erhéhe ich jedoch die PO,-Konzentration 
von 0 bis weit iiber die im extrazelluliren Geweberaum physiologisch 
vorhandene Menge hinaus, so tritt dieser Effekt zunehmend zuriick zu- 
gunsten einer reinen Pufferwirkung. In der iiblichen PR betragt die 
PO,-Endkonzentration 0,02-m.: sie ist hier also wesentlich héher als 
normalerweise im extrazellularen Geweberaum. Ein weiteres Steigern 
dieser PO,-Konzentration wird daher in erster Linie auf den Zuwachs 
an Pufferkapazitiit zu beziehen sein. Die weiteren mit der Absicht 
durchgefiihrten Versuche, durch Erhéhen der Pufferkapazitit in der 
Suspensionslésung die Atmung zu beeinflussen, verliefen zuniichst er- 
gebnislos. Steigert man jedoch die Na-Phosphatkonzentration um 50% 
bis auf 0,03-m. und variiert gleichzeitig das Mengenverhaltnis der iibri- 
gen Bestandteile, so treten teilweise beachtliche Effekte hervor, die sich 
hauptsachlich -als Wirkungen einer verbesserten py-Regulation deuten 
lassen. 

Zunichst muBte beim Steigern der PO,-Konzentration die Menge 
der Ca-Ionen gesenkt werden, um das Ausfallen von unléslichem Cal- 
ciumphosphat zu vermeiden. Die @ ,-Werte lagen bei 5—6 « 10—4-m. 
CaCl,-Endkonzentration am héchsten. Wird diese CaCl,-Menge auch nur 
gering vermindert, so ist die Atmungsgr6Be nachweisbar herabgesetzt. 
Zusatz aquivalenter oder gr6Berer Mengen von MgCl, kann diesen Effekt 





zwar verringern, jedoch niemals véllig aufheben??. 

Weiterhin wird durch Erhéhen der PO,-Menge der Bedarf atmender 
Gewebeschnitte fiir K-Ionen veriindert. Héchste Yo.-Werte wurden dann 
erhalten, wenn die KCl-Konzentration auf etwa das 5-fache gegeniiber 
der in PR vorhandenen Menge, d. h. auf 0,012-m. KCl Endkonzentration 
erhéht wird. Diese Menge ist etwa doppelt so hoch wie im Ratten- 
serum. Jedes Uber- und Unterschreiten dieser KCl-Menge verminderte 
meist die Atmungsgr6Be. 

Weiter wurde noch der EinfluB von Mg-lonen gepriift. Ihre Gegen- 
wart oder Abwesenheit beeinfluBt im Bereich von 10-3 bis 10-°-m. End- 
konzentration die Atmung nicht nachweisbar?* *!: 4, 

20 Weitere Literatur iiber Ca**-Wirkungen auf die Atmung bei M. Cutting 
u. R. A. MeCance, J. Physiology 106, 405 [1950]; R. Iwatsuru, N. Hosoda 
u. Y. Nakai, Biochem. Z. 254, 301 [1932]; B. Kisch, Biochem. Z. 278, 338 [1934]: 
H. A. Krebs}; J. Leibowitz u. A. Schweitzer*!; J. R. Robinson??. 

21 J. Leibowitz u. A. Schweitzer, Biochem. Z. 229, 291 [1931]. 

22 J. R. Robinson, Biochem. J. 45, 68 [1949]. 

23 ¥. Dickens, Biochem. J. 40, 145 [1946]. 

24 C, N. Peiss, V. E. Hall u. J. Field, J. Physiology 108, 365 [1949]. 
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Atmung von Leber- u. Zwerchfellschnitten 


Durch die beschriebenen Variationen der PR wurde eine einfache 
neue Suspensionsfliissigkeit ermittelt, in der die AtmungsgréBen von 
Zwerchfell- und Leberschnitten normal ernihrter weiBer Ratten 30—50°, 
iiber jener in der meist verwendeten PR liegen (s. Tab. 2). 











Tab. 2. 
Qo, von 
Zusammensetzung der Leberschnitten Zwerchfell- 
Suspensionsfliissigkeit schnitten 
siciewertStaplaede | aie 
Phosphat- 0,1190-m. NaCl . 11,3+0,3 1,7 + 0,2 10,1 
ringer: 0,0025-m. KCl (58 Versuche) 
0,0009-m. CaCl, 
0,0200-m. Na-Phosphat 
vom py 7,4 
Neue Lésung: 0,1080-m. NaCl 14,6 + 0,3 1,6 + 0,2 15,0 
0,0120-m. KCl (38 Versuche) 
0,0300-m. Na-Phosphat 
vom py 7.4 
0,0006-m. CaCl, 
0,0005-m. MgCl, 











Besonders deutlich ist die Uberlegenheit der Zusammensetzung der 
so ermittelten neuen Suspensionsfliissigkeit in der AtmungsgréBe von 
Rattenzwerchfellen. Sie liegt hier 50°% héher als die zum Vergleich im 
PR gemessene Atmung. Auch bei Leberschnitten ist dies deutlich, wenn 
auch der Unterschied nicht ganz so ausgepragt ist wie beim Zwerchfell. 
Bei Leberschnitten ist hier in einer einfachen Lésung und trotz Fehlens 
atmungsstimulierender Substrate der Qo,-Wert von gleicher GréBe wie 
der von Krebs! im Medium III mit Zusatz von Pyruvat, Fumarat, 
Glutaminat und Glucose gefundene Wert. Er liegt weiter nur wenig 
unter der von Krebs! im Medium II gefundenen AtmungsgroBe. 

Es wurde daher weiter untersucht, in welcher Weise unter den 
vorliegenden Bedingungen die Leberschnittatmung auf Zusatz atmungs- 
stimulierender Substrate reagiert. Zur Priifung kamen die auch von 
Krebs! verwendeten Substrate (Pyruvat, Fumarat, Glutaminat und 
Glucose) in Konz. von 0,01-m. und weniger. Die héchste O,-Aufnahme 
bei Leberschnitten von 24 Stdn. fastenden Ratten wurde mit der neuen 
Suspensionsfliissigkeit dann erhalten, wenn sie m/100-Na-Pyruvat als 
Atmungssubstrat enthielt (s. Tab. 3). Kombination aller Substrate oder 
Verwendung der anderen ergaben meist eine geringere O,-Aufnahme. 

Der mit Na-Pyruvat gefundene Mittelwert der Leberschnittatmung 
von 17,3 entspricht dem von Krebs! mit seinem Medium II gefundenen 
Mittelwert von 17,2. Es ist die gleiche GréBenordnung, die Meyerhof 
und Lohmann®> bei der Atmung von Rattenleberschnitten in Serum 
fanden. 


*° 0. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 171, 381 [1926]. 
14* 
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Tab. 3. 
Qo, von Leberschnitten fastender Ratten in der neuen Suspensionsfliissigkeit mit 
Zusatz von 0,01-m. Na-Pyruvat. 


Qo, Mittelwert | Qo, | Mittelwert 


. 16,9 4. 18,6 
2. 20,4 123 5. 16,0 133 
3. 14,3 6. 17,4 











Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dab fiir Atmungsversuche mit 
Gewebeschnitten verwendete Suspensionsfliissigkeiten nicht immer dann 
optimal sein miissen, wenn sie der Serumzusammensetzung weitgehend 
angenahert sind. Denn unter den experimentellen Bedingungen der 
Gewebeschnittatmung miissen Stérungen der normalen Regulation in 
Kauf genommen werden. Sie zu verhindern oder wenigstens einzu- 
schrinken ist Aufgabe der Fliissigkeit, in der die Schnitte suspendiert 
werden. Im vorliegenden Falle gelingt es, durch Erhéhen der Puffer- 
kapazitiat einer einfachen Suspensionsfliissigkeit die Atmungsgr6Be tiber- 
lebender Schnitte betraichtlich zu steigern. Dies ist jedoch nur dann 
méglich, wenn gleichzeitig auch die anderen Bestandteile verindert 
werden, was teilweise in einem Umfang geschehen muB, der die phy- 
siologischen Grenzen ihres Vorkommens iibersteigt. Hier sind es be- 
sonders die K-Ionen. Sie miissen optimal in einer Menge vorhanden sein, 
die mehr als doppelt so hoch ist wie physiologischerweise im Ratten- 


serum. Ihre Rolle bei der Gewebeatmung ist eng mit der py-Regulation 
verkniipft. Diese Beziehungen sollen erst in einer nachfolgenden Mit- 
teilung behandelt werden. 


Zusammenfassung 


1. Schon kurzes Aufbewahren von Geweben und Schnitten in Luft 
bei Temperaturen iiber 0°C setzt die Gewebeschnittatmung _her- 
ab. Durch DPN-, ATP- und Nicotinsiureamidzusatz ist dieser Vor- 
gang nicht zu beeinflussen. 

. Es wird eine neue einfache Suspensionsfliissigkeit beschrieben, 
in der die O,-Aufnahme von Leberschnitten um 30%, die von 
Zwerchfellschnitten um 50° héher liegt als in Phosphatrin- 
gerlésung. Sie ist insbesondere durch eine gréBere Pufferkapazitat 
und einen héheren K*-Gehalt ausgezeichnet. 

. In der neuen Suspensionslésung halt Zusatz von m/100-Na-Py- 
ruvat als Atmungssubstrat die Atmung von Leberschnitten so hoch 
wie die héchsten fiir Serum angegebenen Werte. 
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Adenyl-thiomethylpentose 


Von 
Friedrich Weygand, Rolf Junk und Dieter Leber 


Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1952) 


Nach der endgiiltigen Aufklarung der Konstitution der Adenyl- 
thiomethylpentose durch Abbau! wurde die Verbindung von Adenosin 
ausgehend auch synthetisch dargestellt?, wodurch gleichzeitig die Konfi- 
guration am glykosidischen.C-Atom geklart wurde. Danach stellt sie 
Adenin-(9)-[5’-methylthio-5’-desoxy-£-d-ribofuranosid] (I) dar. 

Die Adenyl-thiomethylpentose wurde erstmals 
von Mandel und Dunham‘, dann unabhiangig davon 
von Suzuki‘ aus Hefe isoliert. Spiter trennte man 
sie auch von rohen Vitamin-B,-Praparaten® und von 
roher Cozymase (aus Hefe)* ab. Ferner fiel sie bei der 
Isolierung von Vitamin B, aus Hefe an’. Da die Ver- 
bindung reichlich in verschiedenen Hefen vorkommt 
(vgl. weiter unten), ist ihre Isolierung daraus ein- 
facher als die Synthese aus Adenosin, die nur mit 
maBiger Ausbeute verlauft. 

Zunichst wurden einige Hefen untersucht, um fest- 
zustellen, welche den héchsten Gehalt aufweisen. In 
anderen biologischen Materialien wurde Adenyl-thio- 
methylpentose noch nicht gefunden. Da sich die Ver- 
bindung leicht papierchromatographisch (Ry 0,57—0,59 in n-Butanol- 
Wasser, Whatman-Papier Nr. 1) von anderen im UV bei 260 my ab- 
sorbierenden Substanzen abtrennen und mittels des Photoprintver- 
fahrens von Markham und Smith§® leicht erkennen laBt, wurden von 
den getrockneten Hefen Ausziige mit hei&em Wasser-Athanol (75:25 
Vol.) hergestellt und Begleitstoffe mit Aceton gefallt, worauf nach dem 
Einengen auf Adenyl-thiomethylpentose papierchromatographisch ge- 
prift wurde. 


5g getrocknete Léwenbrauhefe wurden mit 100 ccm eines Wasser-Athanol- 
Gemisches (75:25 Vol.) 2 Stdn. unter RiickfluB auf dem Wasserbad erhitzt. Nach 


1¥F. Weygand, O. Trauth u. R. Lowenfeld, Chem. Ber. 88, 563 [1950]; 
K. Satoh u. K. Makino, Nature [London] 165, 769 [1950]; 167, 238 [1951]. 

2 J. Baddiley, O. Trauth u. F. Weygand, Nature [London] 167, 359 
[1951]; F. Weygand u. O. Trauth, Chem. Ber. 84, 633 [1951]; J. Baddiley, 
J. chem. Soc. [London] 1951, 1348. 

3 7. A. Mandel u. E. K. Dunham, J. biol. Chemistry 11, 85 [1912]. 

4U. Suzuki, J. chem. Soc. Tokio 34, 1134 [1914]. 

5 U. Suzuki, L. Odake u. T. Mori, Biochem. Z. 154, 278 [1924]. 

6 H. v. Euler u. K. Myrbiack, diese Z. 177, 237 [1928]. 

7 R. Kuhn u. K. Henkel, diese Z. 269, 41 [1941]. 

8 R. Markham u. J. D. Smith, Biochem. J. 45, 294 [1949]. 
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dem Abkiihlen ergab Zentrifugation etwa 70 ccm Extrakt, der so lange mit Aceton 
(zusammen etwa 100 ccm) versetzt wurde, bis kein Niederschlag mehr ausfiel. 
Nach dem Zentrifugieren wurde die Lésung bis auf etwa 10 ccm eingeengt. Mit 
10 ccm Aceton versetzt, fiel noch etwas Niederschlag aus, der abzentrifugiert wurde. 
Nach Konzentrieren auf 3 cem wurden mit 0,001—0,005 ccm Papierchromatogramme 
auf Whatman-Papier Nr.1 mit -Butanol-Wasser angesetzt. Reine Adenyl- 
thiomethylpentose lief als Vergleichssubstanz mit. Mittels der UV-Durchstrahlung 
auf Photopapier bei 260 my wurden 5 Substanzen gefunden, von denen die am 
schnellsten wandernde den gleichen 2p-Wert (0,56) hat wie Adenyl-thiomethy]- 
pentose. (In den bei der Zentrifugation abgetrennten Niederschlagen konnte nach 
Aufnehmen in wenig Wasser keine Adenyl-thiomethylpentose mehr gefunden 
werden.) 

Quantitative Bestimmung: Analog wurden 100 g getrocknete 
Léwenbrauhefe aufgearbeitet und auf 6 ccm eingeengt. 0,01 cem wurden 
auf die angegebene Weise papierchromatographiert (Laufzeit 44 Stdn., 
Durchlaufchromatogramm). Adenyl-thiomethylpentose lief wieder zum 
Vergleich mit. Der Flecken, der die Adenyl-thiomethylpentose enthielt, 
wurde mit 5 ccm Wasser bei 37° eluiert und die Konzentration wurde 
durch Aufnahme des UV-Spektrums mit dem Beckman-DU- Quarz- 
Spektrophotometer im Vergleich mit einer Lésung von reiner Adenyl- 
thiomethylpentose (Amax. 260 mu, Amin. 230 mu) bestimmt®. Es ergab 
sich so ein Gehalt von 60 mg pro 100 g getrockneter Hefe. 

Wir fanden die Verbindung auch in 2 Bierhefen Heidelberger 
Brauereien (untergirige Hefen) in ahnlicher Konzentration, dagegen nur 
andeutungsweise in Torula utilis (technisch auf Buchenholzablauge 
geziichtet), keine in kauflicher Bickerhefe und in den nachfolgenden 
genannten Hefen, die in einem Medium, bestehend aus Glucose, rein 
(0,2%), Ammonsulfat (0,2%), Kaliumhydrogensulfat (0,19%) und Hefe- 
extrakt aus Torula utilis (0,1°%) in Schiittelkultur bei 28—29° ge- 
wachsen waren!®: Torula utilis, Candida tropicalis, Sacch. cerevisiae 
(Backerhefe des Handels nach Reinigung), Sacch. cerevisiae (Brennerei- 
hefe W 4, Reinkultur), Sacch. cerevisiae (Frohberghefe), Rhodotorula 
spec. (Rhodotorula X), Rhodotorula gracilis (Lundin-Stamm). 

Da bei Torula utilis (technisch auf Buchenholzablauge geziichtet) 
eine Andeutung eines Adenyl-thiomethylpentose-Gehaltes auf den 
Chromatogrammen zu sehen war, untersuchten wir T'orula utilis, die 
uns Prof. W. Maurer", K6ln zur Verfiigung gestellt hatte und die mit 
wenig *S-Sulfat bei sonst schwefelfreiem Medium gewachsen war. Dabei 
erfolgte 100-proz. Einbau von *S. 


® R. L. Smith u. F. Schlenk, Arch. Biochemistry 38, 159 [1952], berich- 
teten soeben iiber ein anderes Verfahren zur Bestimmung von Adenyl-thiomethy]- 
pentose, das auf Fallung mit Phosphorwolframsiure und einem Nitroprussidtest 
beruht. Das hier angegebene: papierchromatographische Trennung und Colorime- 
trie im UV erscheint uns einfacher und sicherer. ; 

10 Herrn Prof. Konrad Bernhauer danken wir bestens fiir die Uberlassung 
der Hefen. 

11H. Schliissel, W. Maurer u. O. Hummel, Biochem. Z. 322, 226 [1951]; 
H. Schliissel, Biochem. Z. 321, 421 [1951]. Wir danken Herrn Prof. Maurer 
bestens fiir die Ziichtung der Hefe. 
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Hierbei ergab sich eindeutig das Vorkommen der Verbindung in 
Torula utilis: 

23,5 mg *S-haltige Torula utilis wurden 21%, Stdn. mit 2 ccm 
Wasser-Alkohol (50:50 Vol.) in einem Kélbchen mit RiickfluBkihler auf 
60° erwarmt. Nach dem Abkiihlen wurde vom unléslichen Teil abzentri- 
fugiert}®. Die klare, schwach gelbliche Lésung wurde mit 4 ccm Aceton 
versetzt, wobei ein Niederschlag ausfiel, der abzentrifugiert wurde. 
Nach dem Einengen zur Trockne und Aufnehmen in 0,2 cem Wasser 
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wurden Proben (0,01 cem) mit Butanol-Wasser auf Whatman-Papier 
Nr. 1 mit n-Butanol-Wasser chromatographiert. Im Chromatogramm 
liefen parallel Adenyl-thiomethylpentose, Methionin und Cystin mit. Die 
UV-Photographie nach Markham und Smith zeigte erwartungs- 
gemaifS wegen der geringen extrahierten Menge keine Adenyl-thio- 
methylpentose. Ein abgetrennter Streifen des Papiers ergab neben 
anderen Aminosiuren bei Ry 0,2 Methionin und am Startpunkt einen 
stark ninhydrinpositiven Fleck. Nun wurde der 48 cm lange und 3,5 cm 
breite Streifen in kleine Rechtecke (2 « 3,5 cm bzw. 1 x 3,5 em in den 
Zonen hoher Aktivitiat) aufgeteilt. Mit Hilfe eines diinnwandigen recht- 
eckigen Fensterzihlrohres!* wurde sodann die Radioaktivitat der Streifen 
gemessen (Abb. 1). Danach liegen 3 aktive Zonen vor: 

Am Startstreifen unverindertes Protein und Cystin, bei Ry 0,2 
Methionin und bei Ry 0,5 Adenyl-thiomethylpentose. Nun wurde noch 


2 Dieser wurde spater zur Isolierung von *5S-Methionin verwendet. 
18 Fa. Frieseke & Hoepfner, Erlangen-Bruck. 
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eine Probe des Torula-Extraktes mit soviel inaktiver Adenyl-thio- 
methylpentose versetzt, dai im Chromatogramm die Verbindung bei der 
UV-Durchstrahlung sichtbar wurde. Gleichzeitig wurde die Radio- 
aktivitat der Chromatogramme ausgemessen. Hierbei ging die Grobe 
des radioaktiven Fleckens mit steigendem Gehalt an inaktiver Adenyl- 
thiomethylpentose mit der GréBe des durch Photoprint erhaltenen 
Fleckens parallel, wodurch einwandfrei das Vorkommen der Verbindung 
auch in Torula utilis bewiesen ist. 


Die gleiche Methodik diirfte auch bei anderen Hefen, deren Gehalt 
an Adenyl-thiomethylpentose nicht ohne weiteres nachzuweisen ist, an- 
wendbar sein. 


Zur Isolierung von Adenyl-thiomethylpentose kommen somit nur 
Bierhefen als Ausgangsmaterial in Frage. Da, wie eingangs erwahnt 
wurde, die Adenyl-thiomethylpentose fast stets als Nebenprodukt bei 
der Verarbeitung der Hefe auf andere Verbindungen anfiel, und nach 
der Vorschrift von Suzuki, Odake und Mori® erst nach wochen- 
langem Stehenlassen Kristallisation erfolgt, wenn man nicht verschie- 
dene Fiallungsoperationen, einschlieSlich einer Phosphorwolframsaure- 
fallung, einschlieBt, erschien es uns notwendig, eine einfache Isolierungs- 
vorschrift auszuarbeiten. Da die Verbindung einen hohen Ry-Wert 
mit Butanol-Wasser hat, ist sie infolgedessen mit Butanol leicht aus 
Wasser ausschiittelbar. Eine Isolierung durch Gegenstromverteilung 
mit diesem Lésungsmittelpaar erschien uns daher als einfaches Ver- 
fahren sehr aussichtsreich. 

Zuniachst extrahierten wir 2 kg getrocknete Lowenbrauhefe mit heiBem Wasser, 
fallten Begleitstoffe mit Aceton, konzentrierten bis auf 150 cem und fiihrten eine 
Verteilung in einer 100-stufigen, kontinuierlich arbeitenden Verteilungsappara- 
tur!4 durch. Insgesamt wurden mittels des Photoprintverfahrens in den Chromato- 
grammen, die mit dem Extrakt ausgefiihrt wurden, 7 Verbindungen nachge- 
wiesen, die bei 260 my absorbieren und von denen eine schneller wanderte als 
Adenyl-thiomethylpentose. Nach Ausfiihrung der Verteilung wurden die Spitzen- 
fraktion i. Vak. eingedampft. Aus dem Konzentrat kristallisierten 120 mg reine 
Adenyl-thiomethylpentose aus. 

ZweckmiaBiger ist es, von frischer Bierhefe auszugehen, da sich die 
Proteine besser mit Aceton ausfillen lassen und weniger Begleitsub- 
stanzen (4, aber in geringerer Konzentration als im Extrakt aus Trocken- 
hefe) im Chromatogramm gefunden wurden. Daher geniigt in diesem 
Falle bereits die Vornahme der Gegenstromverteilung in wenigen 
Scheidetrichtern. So wurde aus 1 kg frischer, abgepreBter Bierhefe 
(Engelbrau, Heidelberg) 180 mg umkristallisierte Adenyl-thiomethyl- 
pentose isoliert. 

1 kg Hefe wurde mit 11 kochendem Wasser iibergossen und 3 Stdn. auf dem 


siedenden Wasserbad gehalten. Nach dem Abzentrifugieren dampfte man die 
Lésung i. Vak. unter Zusatz von etwas n-Octanol auf die Hialfte ein. Geléste Pro- 


14 F, Weygand, A. Wacker u. H. W. Dellweg, Z. Naturforschg. 6b, 
130 [1951]. 
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teine wurden nun durch Zugabe von 31 Aceton ausgefallt. Dann wurde der Nieder- 
schlag abzentrifugiert und die Lésung i. Vak. auf 200 ccm eingeengt. 


Diese Lésung wurde einer Gegenstromverteilung in 12 Scheidetrichtern un- 
terworfen. Die obere Phase bestand aus 75 ccm mit Wasser gesattigtem Butanol, 
die untere aus 225 ccm mit Butanol gesattigtem Wasser. Die obere Phase wurde 
transportiert. Durch Papierchromatographie, verbunden mit dem Photoprintver- 
fahren, ergab sich in den Fraktionen 4—8 eine deutliche Anreicherung der Adeny]- 
thiomethylpentose. Die im Chromatogramm sichtbaren Begleitsubstanzen, die 
alle einen kleineren ity-Wert als die gesuchte Verbindung haben, blieben in der 
Hauptsache in den Scheidetrichtern 1—3 zuriick. Der Inhalt der Scheidetrichter 
8 und 9 wurde i. Vak. zur Trockne verdampft und lieferte nach Aufnehmen in 
wenig heiBem Wasser bereits Adenyl-thiomethylpentose, die schnell auskristalli- 
sierte. Mit den Scheidetrichtern 4—7 wurde eine weitere Verteilung derart in 
12 Stufen vorgenommen, daB sie als Nr. 1, 2,3 und 4 dienten. Die Verbindung 
fand sich alsdann in den Scheidetrichtern 5—9. Nach dem Eindampfen i. Vak. 
und Aufnehmen in wenig heiBem Wasser krist. die Adenyl-thiomethylpentose iiber 
Nacht aus. Nach Umlkristallisation mit der zuerst erhaltenen Menge, am besten 
aus Wasser mit einer Spur Tierkohle, wurde sie in Form charakteristischer feiner 
Nadelchen erhalten. Ausbeute 180mg. Identifizierung durch Schmp., Mischschmp. 
(212°) und Mischchromatogramm. 

Im Hinblick auf das Vorkommen einer —SCH,-Gruppierung in 
der Adenyl-thiomethylpentose und im Methionin fragten wir uns, ob 
biochemische Beziehungen zwischen beiden Verbindungen bestehen, 
d. h. ob die —SCH,-Gruppe des Methionins etwa in der Hefe zur Syn- 
these von Adenyl-thiomenthylpentose verwendet werden kann. Sacch. 
cerevisiae (Engelbrau- Hefe, Heidelberg) wurde zur Klarung der Frage 
unter Zusatz einer Spur *S-Methionin in Bierwiirze geziichtet. Nach 
der beschriebenen Aufarbeitung zeigte es sich, daB radioaktiver Schwefel 
in der Adenyl-thiomethylpentose auf dem Chromatogramm gefunden 
wurde: Startfleck 1844 Impulse min, Methionin 592 I/min und Adenyl- 
thiomethylpentose 534 I min. Der Schwefel des Methionins kann also 
zum Aufbau der Adenyl-thiomethylpentose verwendet werden. 


Im Zusammenhang damit ist eine nach AbschluB unserer Versuche 
von Smith und Schlenk’ mitgeteilte Beobachtung von Bedeutung, 
wonach der Gehalt von Sacch. cerevisiae und Torula utilis an Adenyl- 
thiomethylpentose steigt, wenn dem Nahrmedium Methionin zugefiigt 
wird. Schlenk?!*® faBte schon ein gemeinsames Stoffwechselzwischen- 
produkt zwischen beiden Verbindungen ins Auge. Cantoni!’ hat nun in 
einer bemerkenswerten Arbeit festgestellt, daB das sog. aktive Methionin, 
das eine Rolle bei der Transmethylierung spielt, mit groBer Wahrschein- 
lichkeit die Konstitution II hat. Ob diese Sulfoniumverbindung, die aus 
Methionin und Adenosintriphosphat und einem aus Kaninchenleber an- 
gereicherten Enzym entsteht, auch in Hefe vorkommt, ist noch unbe- 


6 Tsoliert aus dem abzentrifugierten Niederschlag nach der Extraktion von 
25.5 mg 858-markierter Jorula utilis mit 2 cem 50-proz. Alkohol durch Hydrolyse 
mit Salzsiure und papierchromatographische Auftrennung der Aminosauren. Elu- 
tion des (radioaktiven) Methioninfleckes mit Wasser (vgl. Zitat 11). 

16 R. L. Smith u. F. Schlenk, Arch. Biochemistry 38, 167 [1952]. 

17 G. L. Cantoni, J. Amer. chem. Soc. 74, 2942 [1952]. 
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kannt. Falls dem so ist, ist es denkbar, daB beim Extrahieren der Hefe 
mit Wasser bei 100° diese Verbindung z. Tl. in Adenyl-thiomethyl- 
pentose zerfallen kann. 


N=C—NH, 

HC C—N, 

N—-0-N/ a 
HC 

1 HCOH 
HUOH 1 
HC 


| +) 
H,C-S-CH,-CH,-CH(NH,)-COoo@ 
| 


CH, 


Zusammenfassung 


Es wird iiber die qualitative und quantitative Bestimmung von 
Adenyl-thiomethylpentose in Hefen berichtet. Von den untersuchten 
Hefen enthalten nur die Bierhefen betrichtliche Mengen. Der Schwefel 
von *§-Methionin kann von Sacch. cerevisiae zum Aufbau der Adenyl- 
thiomethylpentose verwertet werden. Durch Heranziehung von radio- 
aktivem Schwefel wurde auch in Torula utilis das Vorkommen von 
Adenyl-thiomethylpentose bewiesen. Ferner wird ein einfaches Ver- 
fahren zur Isolierung der Verbindung aus Bierhefe angegeben. 
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Bemerkungen zu der Arbeit von Stéckl, Zacherl und Lebeda! 
|- Von 
M. Eisler und H. Eibl 
Aus dem Bundesstaatl. Serotherapeutischen Institut, Wien (Leiter: Prof. Dr. M. Eisler) 
{Der Schriftleitung zugegangen am 1%. Juli 1952) 


Die Verfasser stimmen der von uns durch chemische und histologische Unter- 
suchungen bewiesenen und auch durch experimentelle Befunde von Sabin’, Eisler 
und Gottdenker? iiber die Aufnahme von Eiweifadsorbaten in phagocytierenden 
Zellen gestiitzten Erklarung der Wirkung von Aluminiumimpfstoffen zu, nach der 
keine langsame Abdissoziation des Toxoids von Al(OH), stattfindet, sondern die 
Adsorbatteilchen als solche von den antikérperbildenden Zellen aufgenommen 
werden. é 

Die je nach der Tierart verschiedene Reaktion dieser Zellen bedingt das Aus- 
maf der Antikérperbildung, die wir an Beispielen angefiihrt haben. So wirkt Alu- 
miniumimpfstoff bei Pferden nur schwach immunisierend, waihrend Tapioka bei 
diesen Tieren eine wesentliche Steigerung der Antikérperproduktion bewirkt, bei 
Meerschweinchen aber unwirksam ist. Die schlechte Antikérperbildung von Pferden 
nach Injektion von Diphtherie-Al(OH),-Adsorbatvaccine wurde nicht nur in unse- . 
rem Institut beobachtet, sondern auch von Faure, Lamy und Coulon‘. In 
diesem Sinne ist die von uns gemachte Aussage zu verstehen, daB Aluminium- 
hydroxyd die Antikérperbildung bei Pferden hemmt. Gegen diese Beobachtung 
sprechen auch nicht, wie Stéckl, Zacher] und Lebeda! meinen, ihre elektro- 
phoretischen Analysen, durch die sie bei Pferden nach Injektion von Aluminium- 
vaccinen zwar einen deutlichen Anstieg der y-Globulinfraktion feststellten, ohne 
mn aber den Antikérpergehalt des Serums dieser Tiere untersucht zu haben, der fiir 
el die diesbeziigliche Frage entscheidend ist. Die Autoren widersprechen sich selbst, 
1- wenn sie sagen, daB die Zunahme der 7-Globulinfraktion unserer Auffassung wider- 
spricht, weil sie selbst die Arbeiten von Tiselius und Kabat® sowie von Pap- 
penheimer, Lundgren und Williams‘® zitieren, nach denen die Antikérper die 
mn gleiche Wanderungsgeschwindigkeit aufweisen wie die y-Globuline, ohne jedoch 
r- mit ihnen identisch zu sein. 

Wie wir in unserer diesbeziiglichen Publikation’ mitteilten, verbleibt bei 
Meerschweinchen der Hauptteil des s. c. injizierten Adsorbatimpfstoffes am Ort 
der Injektion, und nur ein geringer Prozentsatz des Impfstoffes wird abtranspor- 
tiert. Wir sind nicht der Ansicht, da8 durch Bestimmung des Aluminiums im Blut 
auf die Abnahme des Aluminiumgehaltes an der Injektionsstelle besser geschlossen 
werden kann, als durch die Bestimmung des Aluminiums an dieser Stelle. 

1 W. Stéckl, M. K. Zacherl u. K. Lebeda, diese Z. 289, 233 [1952]. 

2 F.R. Sabin, J. exp. Med. 70, 67 [1939]. 

3M. Eisler u. F. Gottdenker, Z. Immunititsforsch. 90, 427 [1937]. 

4M. Faure, R. Lamy u. M. Coulon, Ann. Inst. Pasteur 74, 19 [1948]. 

5 A, Tiselius u. E. A. Kabat, J. exp. Med. 69, 119 [1939]. 

6 A. M. Pappenheimer, H. P. Lundgren u. J. W. Williams, J. exp. 
Med. 71, 247 [1940]. 
7 M. Eisler u. H. Kibl, Klin. Med. [Wien] 4, 441 [1949]. 
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Erwiderung auf die vorstehenden Bemerkungen von M. Eisler und H. Eibl 
Von 
W. Stéckl, M. K. Zacherl und K. Lebeda 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Vierarztlichen Hochschule Wien 
und der Bundesanstalt fiir Tierseuchenbekaimpfung Wien-Médling 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. August 1952) 


Zu den vorstehenden Ausfiihrungen sei darauf hingewiesen, daB wir bei unse- 
ren Versuchen nach Injektion von Aluminiumhydroxyd allein keine die physiolo- 
gischen Grenzen iiberschreitende Vermehrung der y-Globulinfraktion festgestellt 
haben. Wird aber Formolvaccine injiziert, so zeigt sich eine Vermehrung der +- 
Globuline, deren Deutung als Symptom der Antikérpervermehrung der iiblichen 
Auffassung entspricht. Wenn also die Injektion an Aluminiumhydroxyd adsor- 
bierten Antigens ebenfalls eine mindestens ebenso deutliche Vermehrung der y-Glo- 
buline bewirkt, kann darin gleichfalls ein Symptom der Antikérpervermehrung 
erkannt werden, wenn auch nach wie vor unwidersprochen bleibt, da8 Antikérper 
nicht den y-Globulinen gleichzusetzen sind. 

Die Feststellung von Veranderungen des Aluminiumgehaltes an der Injek- 
tionsstelle hat mit Fehlerquellen zu rechnen, weil ein analytisch einwandfreies Ver- 
gleichsobjekt fehlt. Die Méglichkeit einer Aluminiumbestimmung an der Appli- 
kationsstelle vor der Injektion ist selbstverstiandlich nicht gegeben. Es muB aber 
bedacht werden, dafi exzidierte Gewebsproben verschiedener Versuchstiere gege- 
benenfalls nicht nur verschiedenen Aluminiumgehalt, sondern auch unterschied- 
liche Gehalte an anderen Metallionen zeigen, deren Oxinaiquivalent bei der Be- 
stimmung des Aluminiums nach der Methode von Berg in Abzug gebracht werden 
mu. Demgegeniiber konnte von Stéckl gezeigt werden, daB der Aluminiumgehalt 
des Blutes bei ein und demselben Versuchstier in sehr engen Grenzen konstant 
bleibt, so daB vor der Injektion sichere Vergleichswerte ermittelt werden kénnen 
und auBerdem die Méglichkeit besteht, langere Zeit hindurch laufende Aluminium- 
bestimmungen durchzufiihren. 
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Der Gehalt an Acceleratormaterial und antithrombin-aktiver Substanz 
im Plasma bei der durch Dicumarol bedingten Hypoprothrombinaemie 


Von 
R. Hoene, M. Miiller und W. Schulz 


Aus dem ,,Paul-Ehrlich-Institut‘‘, Staatliche Anstalt fiir Experimentelle Therapie 
(Direktor: Prof. Dr. R. Prigge), 
und aus der I. Medizinischen Universitétsklinik (Komm. Direktor: Prof. Dr. H.-W. Hauss), 
zu Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1952) 


Nach verschiedenen Mitteilungen soll der prophylaktische und 
therapeutische Dicumarol-Effekt nicht allein tiber das Absinken des 
Plasma-Prothrombinspiegels zustande kommen. 

Zahlreiche Autoren glauben, da8 Dicumarol auch eine Reihe von 
Acceleratorfaktoren im Sinne einer Funktionsabnahme beeinfluBt. 
Gegenwartig lassen sich mindestens zwei Plasma-Ac.-Faktoren mit 
einiger Sicherheit unterscheiden: Ein labiler, wirme- und alterungs- 
empfindlicher Faktor und ein gegen diese Einfliisse mehr stabiler Faktor. 
Beide sind offenbar fiir die Prothrombinumwandlung erforderlich. 
Folgende Termini gelten als Synonyma des ersten Faktors)?»3: Die 
Componente A“, der ,,labile factor‘‘®, das ,,Plasma-Ac.-Globulin“® 
und das ,,Proaccelerin“ (friiher ,,Factor V“‘)*. Fiir den zweiten Faktor 
diirfte eine Identitaét bestehen mit dem ,,Co-Thromboplastin“’, dem 


“6g 


,,Proconvertin“*, dem ,,Faktor VII‘‘3* und dem ,,stable factor‘. 

Im Dicumarol-Plasma soll der stabile Ac.-Faktor absinken” ® % 3b, 
Der labile Ac.-Faktor andererseits wurde von einigen Untersuchern mit 
der Bestimmungsmethode des ,,labile factor“‘® und des ,,Proaccelerin‘‘ 
normal gefunden; andere Autoren sahen jedoch ein Absinken der labilen 


1 J.L. Fahey, A. G. Ware u. W.H. Seegers, Amer. J. Physiol. 154, 122 
[1948]. 
2 C. A. Owen jr., T. B. Magath u. J. L. Bollman, Amer. J. Physiol. 166, 1 
[1951]. 

3 Pp, A. Owren u. K. Aas, Scand. J. Clin. Lab. Invest. 3, 201 [1951]. 

3a F. Koller u. A. Loeliger, Helv. physiol. Acta 9, 27 [1951]. 

3b F. Koller, A. Loeliger, F. Duckert u. H. Hu-Wang, Dtsch. 
med. Wschr. 77, 528 [1952]. 

4 A.J. Quick, Amer. J. Physiol. 140, 212 [1943]. 

5 A. J. Quick, Amer. J. Physiol. 151, 63 [1947]. 

6 A.G. Ware, M. M. Guest u. W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 169, 231 
[1947]. 

7 F.D. Mann, Amer. J. clin. Pathol. 19, 861 [1949]. 

8 F.D. Mann, N. W. Barker u. M. Hurn, Blood 6, 838 [1951]. 

® A.J. Quick u. M. Stefanini, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 232 [1949]. 
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Ac.-Funktion bei Verwendung der Bestimmungsmethode des ,,Plasma- 
Ac.-Globulins*?® , 

In Anbetracht der iibrigen gemeinsamen Eigenschaften der labilen 
Plasma-Ac.-Faktoren, insbesondere ihrer Aktivierbarkeit durch Throm- 
bin }2:13, scheinen diese Angaben iiber das unterschiedliche Verhalten des 
,,Plasma-Ac.-Globulins“ und des ,,labile factor“‘ bzw. ,,Proaccelerin“ 
unter Dicumaroleinwirkung einige terminologische Unklarheiten anzu- 
deuten, die auch therapeutische Probleme beriihren. 

Wir haben erneut das Verhalten der labilen Ac.-Funktion im Dicu- 
marol-Plasma mit der Bestimmungsmethode des _,,Plasma-Ac.-Globu- 
lins“14 untersucht. Der unterschiedliche Prothombingehalt in den Dicu- 
marol- und Normalplasmen wurde in unseren Versuchen durch Barium- 
sulfat!® absorbiert, da gesehen worden war, daS Unterschiede im Pro- 
thrombingehalt der Reaktionslésung die Ac.-Erfassung beeinflussen?® 1°, 

Als ein weiterer therapeutischer Nebeneffekt des Dicumarols ist 
— allerdings nicht ohne Widerspruch — eine Beeinflussung des Anti- 
thrombins mitgeteilt worden: einige Autoren!’ beobachteten eine erhdhte 
Antithrombinaktivitét im Plasma von mit Dicumarol behandelten Pa- 
tienten, andere?® fanden keinen Einflu8 des Dicumarols auf das Anti- 
thrombin bei Hunden. Somit erschien eine weitere Untersuchung der 
Dicumarolwirkung auch fiir diese Gerinnungsfunktion erforderlich. Zu- 
nachst muBte geklirt werden, ob dicumarolbedingte Schwankungen im 
Antithrombintiter zu beobachten sind, welche die Prothrombinbestim- 
mung beeinflussen kénnen. Ferner war im Hinblick auf die VerlaBlich- 
keit der Messungen der Ac.-Aktivitat im Plasma eine exakte Bestimmung 
des Antithrombins unumginglich, insbesondere, als fiir eine anti- 
thrombinwirksame Substanz (Thrombocid) ein deutlich hemmender 
Effekt auf die Wirkung des aktivierten Plasma-Ac.-Globulins bei der 
Prothrombin-Thrombinumwandlung gefunden worden war?®. Vom kli- 
nischen Aspekt war diese Untersuchung ebenfalls der Miihe wert, da dem 
natiirlichen Antithrombin eine wesentliche Bedeutung bei der Entstehung 
der Thrombose und ihrer Prophylaxe zuerkannt wird?® 2}, 

10 J.L. Fahey, J. H. Olwin u. A. G. Ware, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 69, 
491 [1948]. 
i J. H. Olwin, J. Lab. clin. Med. 34, 806 [1949]. 
ri94s) A. G. Ware, J. L. Fahey u. W. H. Seegers, Amer. J. Physiol. 154, 140 
18 R. Hoene, diese Z. 287, 158 [1951]. 
14 A. G. Ware u. W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 172, 699 [1948]. 
15 R. E. Rosenfield u. H.S. Tuft, Amer. J. clin. Pathol. 17, 405 [1947]. 
16 R. Hoene, Klin. Wschr. 29, 461 [1951]. 
rae M. Hurn, N. W. Barker u. F. D. Mann, Amer. J. clin. Pathol. 17, 712 
‘i. 
18 C. A. Owen Jr. u. J. L. Bollman, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 67, 367 [1948]. 
19 R. Hoene, Klin. Wschr. 30, 105 [1952]. 
20 K. Lenggenhager, Uber Entstehung, Erkennung und Vermeidung der 
postoperativen Fernthrombose. Verlag G. Thieme, Stuttgart, 2. Auf]. 1948. 
1 J.H. Kay, S. B. Hutten jr., G.N. Weiss u. A. Ochsner, Surgery 28, 
24 [1950]. 
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Die Bestimmung des Plasma-Antithrombins in der vorliegenden 
Arbeit erfolgte in Anlehnung an die Methode von Astrup, Sels und 
Volkert®*. Auch hierbei arbeiteten wir mit Bariumsulfat-Plasma, da 
bei Vorversuchen ein schwankender Prothrombingehalt sich als Stérungs- 
faktor bei den Bestimmungen erwiesen hatte. 


I. Der Accelerator-Gehalt im Plasma von Normalpersonen 
und von Dicumarolpatienten 


Methodik 


Die Prothrombinbestimmung erfolgte nach der Quickschen Einstufen- 
methode in der Modifikation nach Shapiro”. 


Bestimmung des Plasma-Ac.-Gehaltes 


Reaktionslésungen: 

1. Bariumsulfat-Plasma nach Rosenfield und Tuft!® (verarbeitet innerhalb 
von 3 Stdn. nach Blutentnahme). 

2. Veronal-Natriumacetat-Puffer pq 7,25 (blutisotonisch) nach Michaelis‘. 

3. 0,1-m.CaCl,-Lésung. 

. Thrombokinase: 4-proz. Suspension von acetongetrocknetem Humanhirn 
in Lésung 2, 15 Min. bei 50°C unter mehrfachem Schiitteln aktiviert. 

5. Prothrombinlésung: enthalt 36 TE/ccm in physiol. NaCl-Lésung, durch 
2-stdg. Erwairmen auf: 53°C von Acceleratorspuren befreit?5. 

6. Fibrinogenlésung: 0,25-proz. Lésung von Fibrinogen (Behringwerke) in 
Lésg. 2. 

Die als Indikator dienende Umsetzung des Prothrombins in Thrombin geschah 
folgendermafen: 

1,8 cem Lésg. 5, 0,2 com physiol. NaCl-Lésung und 0,5 ccm Losg. 3 und 4 4a 
wurden zusammenpipettiert (Wasserbad 20,0° C) und nach 1, 2, 3, 4, 8, 12, 18 und 
30 Min. die gebildete Thrombinmenge durch Uberpipettieren von 0,3 ccm der 
Reaktionsmischung in 0,3 ccm Fibrinogenlésung (Wasserbad 42,0°C) und No- 
tierung der Gerinnungszeit (G. Z.) gemessen. 

Die Beziehung zwischen den Zeitpunkten der Umwandlungsperiode und der 
jeweils ihnen entsprechenden Thrombinaktivitét in unserer Versuchsanordnung 
zeigt Abb. 1. Bei Austausch von 0,2 ccm physiol. NaCl-Lésung gegen Barium- 
sulfat-Plasma ergab sich bereits nach 1 Min. Umwandlung eine erheblich héhere 
Thrombinaktivitat. Diese Umwandlungsbeschleunigung wurde als Ma8 fiir die 
Ac.-Aktivitat des zugesetzten Bariumsulfat-Plasmas genommen: 


G. Z. n. 1 Min. Umwandlung ohne Ac.-Zusatz (tk) 
G. Z. n. 1 Min. Umwandlung mit Ac.-Zusatz (tac). 





Accelerator-Index (Ac. I.) = 


Der tx-Wert wurde durch mindestens 3—4 Einzelversuche jeweils festgelegt, 
der Wert fiir tae durch mindestens 2 Einzelansitze. 


Die Reaktionslésungen sind taglich gewissen Sieeaiilienei unterworfen. 
Wir haben deshalb die Ac.-Aktivitat fiir jedes Plasma durch Bezug auf den mitt- 
2 T. Astrup, 8S. Sels u. M. Volkert, Biochem. Z. 315, 303 [1943]. 
3S. Shapiro, Exp. Med. Surg. 2, 103 [1944]. 
L. Michaelis, Biochem. Z. 234, 139 [1931]. 
°> A.G. Ware u. W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 174, 565 [1948]. 
15* 
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leren Ac. I. eines bei jeder Bestimmung mitlaufenden Kollektivs von Normal- 
plasmen ermittelt. Die dabei fiir die Normalplasmen gefundenen Werte gaben eine 
gute Ubersicht iiber die normale Schwankungsbreite der Ac.-Funktion. 

Abb. 2 zeigt, daB bei dieser Bestimmung der Ac.-Aktivitaét tatsaichlich der 
Gehalt an Ac.-Globulin erfaBt wurde. Diese Beziehung wurde erhalten durch 
stufenweise Verdiinnung verschiedener, in der Menge von 0,2. ccm zugesetzter 
Bariumsulfat-Normalplasmen zur Reaktionslésung und Bestimmung der Ac.- 
Indizes in der angegebenen Weise. Die Bezichung ist in dem interessierenden Be- 
reich von 0,2 X1,00 nahezu linear. 
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Abb. 1 Abb. 2 
Abb. 1. Umsetzungsgeschwindigkeit der inden Versuchen verwandten Prothrombin- 


lésung ohne Ac.-Zusatz 
Ordinate: Gerinnungszeit (log), in Sek., Abszisse: Umwandlungszeit (log), in Sek. 


Abb. 2. Beziehung zwischen dem Gehalt an Ac.-aktivem Material und der jeweils 
dafiir gemessenen Ac.-Aktivitat. 
Ordinate: Ac.-Gehalt (ccm Bariumsulfat-Plasma), Abszisse: Ac.-Index. 


Resultate 


Zehn Einzelversuche mit insgesamt 45 Plasmen von 35 Normal- 
personen und 33 Plasmen von 7 Dicumarolpatienten hatten folgende 
Ergebnisse (siehe Tab. 1—10). 

Die prozentuale Ac.-Aktivitaét simtlicher untersuchter Plasmen 
wurde jeweils nach einem variablen Standard berechnet, dem Mittelwert 
des Ac. I. der Normalplasmen in den einzelnen Versuchen. Fiir diese 
Mittelwerte errechneten wir Streuungen, die in den einzelnen Versuchen 
zwischen 2,5 und 10,4°% betrugen. Unter Zugrundelegung des Wertes 
von 10,4% laBt sich fiir das gesamte Bezugskollektiv der Normalplasmen 
eine mittlere Streuung von weniger als 3,3°% ermitteln. Dieses Ergebnis 
wurde als Hinweis fiir eine ausreichende VerlaéBlichkeit des Normal- 
kollektivs als BezugsgréBe genommen. 
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Tab. 1—10. Acceleratoreffekte von Normal- und Dicumarolplasmen auf die Um- 
wandlung einer Prothrombinlésung. 

tk = G.Z. nach 1’ Umwandlung ohne Ac.-Zusatz; 

tae = G.Z. nach 1’ Umwandlung mit Ac.-Zusatz; 


Ac. I. = Ac.-Index (*); Ac% = Prozent Ac.-Aktivitait bezogen auf den Mittel- 


ac 
wert des Ac.I. der Normalplasmen in jedem Versuch; 
N = Normalplasma; D = Dicumarolplasma; 
Pth®, = Prozent Prothrombinaktivitat; M — Mittelwert; 
s = Standardabweichung; s,, = Mittlerer Fehler des Mittelwertes. 
D1: El. Myokardinfarkt vor 3 Wochen 
Thromexan*: 1—2 Tabl./die 
<e. Myokardinfarkt vor 3 Wochen 
Thromexan: 1—2 Tabl./die 
. Myokardinfarkt vor 2 Wochen 
Thromexan 1—2 Tabl./die 
‘ce. Mitralinsuffizienz, Verdacht auf Sepsis lenta 
Dicumarol: 50—100 mg/die 
<u. Virus-Infekt, Pneumonie, Thrombose li. Bein, Lungenembolie 
Dicumarol: 100—150 mg/die 
Verdacht auf Myokardinfarkt 
Thromexan: 1—2 Tabl./die 
. Altershochdruck, Unterschenkelvarizen, Lungenembolie 
Thromexan: 1—2 Tabl./die 


Tab. 1, Vers. I (27. 3. 1951). 
| Ac% 








105,1 
107,5 


CUR Whe 


14,3” 
19,8”” 
16,2”” 
23,3” 

















POUL * SA2A4ZamAae 


He Oboe 





Acl 





4,22 
4,16 
3,65 
4,10 
4,03 


—Hie ois Ro) 


11,9” 4,86 
15,7” 3,69 64 
13,8” 4,20 37 

















* 1 Tabl. Thromexan enthilt 0,3 g Bis-3-3’-[4-oxycumariny] ]-essigsiureathylester. 
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Tab. 3, Vers. III (2. 4. 1951). 
Acl | Ac% Pthy%, 








3,18 121,0 72 
3,05 115,8 118 
2,72 103,8 85 
1,43 54,5 115 
2,81 107,0 75 
2,64 100,4 

23,5 

10,4 
103,0 
112,2 

77,8 
103,8 














Tab. 4, Vers. IV (4. 4. 1951). - 
| Acl Ac% 








97,0 
99,2 
104,4 
100,2 
3,8 
2,2 
4,16 115,8 
3,30 94,0 
13,9 3,60 109,0 
14,5” 3,45 96,5 
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Tab. 5, Vers. V (6. 4. 1951). 
Acl | Ac% 








3,68 87,5 
4,30 102,5 
4,63 111,0 
4,15 100,3 
9,6 
5,5 
10,2” 4,50 107,8 
14,6” 3,38 86,5 
ifn 3,74 89,0 


Tab. 6, Vers. VI (10. 4. 
Acl Ac%, 
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62,0 
106,0 
130,0 

79,5 
114,0 
108,2 
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Tab. 6 (Fortsetzung) 


tac | AcI 
3,25 








18,1” 4,06 
26,0" 2,83 
13,6” 5,40 
Tab. 7, Vers. VII (11. 4. 195 


Acl 











4,36 
4,83 
5,29 
4,52 
4,74 


5,50 
4,80 
4,54 














Tab. 8, Vers. VIII (13. 4. 1951). 
tac | | Pth% 
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cb! 
90 
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27,0" 
20,9"’ 


Tab. 9, Vers. 1X (16. 4 
tac | Acl 























4,89 104,0 
5,07 107,2 
5,39 114,7 
4,96 105,2 
3,12 66,3 
4,70 99,5 
19,0 

8,5 
4,92 105,0 
5,04 107,0 
4,58 97,8 
5,45 116,0 
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Tab. 10, Vers. X (18. 4. 1951). 
AcI Ac% 








114,5 
118,2 
108,2 
90,5 
95,0 
72,0 
99,7 
17,2 
Sm 7,0 
D 3 14,9” 90,5 
D6 15,2” ¢ 89,0 

















Zur Klarlegung einer Dicumarolwirkung auf die Acceleratorfunktion 
wahlten wir von den 33 untersuchten Dicumarolplasmen 22 aus, deren 
Prothrombinaktivitét unter 50° lag und bei denen infolgedessen eine 
deutliche Dicumarolwirkung angenommen werden konnte (Tab. 11). 


Tab. 11. 
| Ptho, Mittelwert | Ac% Mittelwert 








22 Dicumarolplasmen (Prothrombin 
jeweils unter 50%) 26,5 105,9 + 3,9 


45 Normalplasmen 96,0 + 2,5 100,2 +- 3,3 











Aus diesen Ergebnissen geht hervor, da — ein unverandertes Anti- 
thrombinpotential vorausgesetzt — ein EinfluB des Dicumarols auf die 
labile Plasma-Ac.-Funktion, gemessen mit der Bestimmungsmethode des 
,»,Plasma-Ac.-Globulins‘‘, sehr unwahrscheinlich ist. Insbesondere lieB 
sich mit unserer Versuchsanordnung kein Anhalt fiir eine Verminderung 
dieser Funktion unter Dicumaroleinwirkung finden, mithin auch nicht 
(vgl. Abb. 2) fiir eine substantielle Abnahme des labilen Ac.-Materials 
im Plasma. 


II. Bestimmung der antithrombin-aktiven Substanz im 
Plasma von Normalpersonen und von Dicumarolpatienten 


Methodik 
Reaktionslésungen: 


1. Bariumsulfat-Plasma nach Rosenfield und Tuft*. Fiir die Verarbeitung 
hielten wir — bei Aufbewahrung im Kiihlschrank — eine Zeitgrenze von 3 Tagen 
nach Blutentnahme ein. 

2. Veronal-Natriumacetat-Puffer py 7,25 (blutisotonisch nach Michaelis). 

3. Thrombinlésung im Tiefkiihlschrank (—20°C) konserviert, enthaltend 
32,5 TE/cem (Standardisierung siehe unten). 

4. Profibrin-Lésung: Rinder-Oxalatplasma wird mit Bariumsulfat absorbiert 
und eingefroren. Bei langsamem Auftauen (1—4°C) kommt es zur Abscheidung 
des Profibrins, das durch Zentrifugieren in der Kalte und durch dreimaliges Waschen 
in eiskalter physiol. NaCl-Lésung ziemlich rein erhalten werden kann. Das Profibrin 





1. na tS KH 715o SO, 
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wird in der Halfte des Plasma-Ausgangsvolumens in physiol. NaCl-Lésung auf- 
gelést und im TiefkiihIlschrank in Einzelquanten zu 12 ccm konserviert. Zum Ge- 
brauch wurde das Tagesquantum bei 37°C aufgetaut, die Lésung durch Watte- 
filtration von Spuren ungelésten Profibrins befreit und im Verhaltnis 1:2 mit 
Lésung 2 verdiinnt. Wir verwandten 2 Chargen, die in der Gebrauchsverdiinnung 
0,16% bzw. 0,21% gerinnbares Protein enthielten. 

Unsere Profibrinlésungen hatten die gleichen Gerinnungseigenschaften wie die 
Fibrinogen-Liésung der Behringwerke, enthielten aber noch Spuren Ac.-aktiven 
Materials. 


Standardisierung der Thrombinlésung 


Lésung 3 wurde bei 37° C aufgetaut und fiir 1 Stde. im Kiihlschrank (1—4° C) 
gehalten. Dann wurden Verdiinnungen von 1:2, 1:3 usw. bis 1:12 mit physiol. 
NaCl-Lésung hergestellt, aus jeder. Verdiinnungsstufe 0,2 cem in — in ein Wasser- 





25” 


20” 








Abb. 3. Standardisierung der verwandten 
Thrombinlésung. 0,2 ccm der Verdiin- 
nungsstufe 1:6,5, bei der die Gerinnungs- 45” 
zeit 15 Sek. betragt, entspricht einer I 
Thrombin-Einheit. 

Ordinate: Gerinnungszeit in Sek., Ab- 
szisse: Verdiinnungsstufen der Thrombin- 
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bad von 37°C eintauchende — WaR-Ro6hrchen gegeben, 0,8 ccm von im gleichen 
Thermostaten gehaltener Liésung 4 zupipettiert und die Gerinnungszeit gemessen. 
Fiir jede Verdiinnungsstufe wurden Doppelbestimmungen vorgenommen. Das Er- 
gebnis zeigt Abb. 3. Als eine Thrombin-Einheit (T. E.) nahmen wir die Menge 
Thrombin, die unter diesen Bedingungen die Gerinnung in 15 Sek. herbeifiihrte, 
hier 0,2 cem der Verdiinnung 1:6,5. Wir berechneten daraus einen Thrombingehalt 
von 32,5 Einheiten fiir die Stammlésung. Diese Thrombin-Einheit entspricht nach 
unserer Erfahrung einer ,,Mellanby-Einheit‘?*, hat aber den Vorteil, exakter re- 
produzierbar zu sein. Sie diirfte etwa das Dreifache einer ,,lowa-Einheit‘?? betragen. 


Technische Durchfiihrung der Antithrombin-Bestimmung 


Bariumsulfat-Plasma wird 1:10 mit physiol. NaCl-Lésung verdiinnt und von 
der Verdiinnung folgende Mengen in 5 WaR-Réhrchen pipettiert: 0,00, 0,10, 0,20, 
0,30 und 0,40. Mit physiol. NaCl-Lésung werden die Volumina jeweils auf 0,40 
gebracht. AnschlieBend wird Lsg. 3 wie im vorigen Versuch aufgetaut, eine Stunde 
im Kihlschrank gehalten, mit Lsg. 2 1:3 verdiinnt und bis zum AbschluB des Pi- 
pettierens auf Eis gehalten. In jedes der 5 Réhrchen kommt 1,0 ccm der Thrombin- 
verdiinnung (etwa 11 T. E.). Die Réhrchen werden gut durchgeschiittelt, fiir genau 
15 Min. in einem Wasserbad von 37,0° C inkubiert und sofort in Eiswasser gebracht, 


26 J. Mellanby, Proc. roy. Soc. [London], Ser. B 118, 93 [1933]. 
27 W. H. Seegers u. H. P. Smith, Amer. J. Physiol. 187, 348 [1942]. 
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Die Bestimmung der restierenden Thrombinaktivitat wird unmittelbar anschlieBend 
durchgefiihrt, indem wie im vorigen Versuch jeweils 0,2 cem aus den einzelnen 
Roéhrchen in WaR-Rohrchen, die in ein durchsichtiges Wasserbad von 37,0° C 
eintauchen, gegeben werden. Dann wird die Gerinnungszeit nach schnellem Hin- 
blasen von 0,8 ccm im gleichen Thermostaten gehaltener Lsg.4 gemessen. Die 
Reihenfolge der Bestimmungen ist folgende: Kontroll-Réhrchen, Roéhrchen 0,10, 
R. 0,40, R. 0,20, R. 0,30 und nochmals Kontrollréhrchen. Es werden jeweils Doppel- 
bestimmungen durchgefiihrt. 


Auswertung der Ergebnisse 


Aus den Gerinnungszeiten ermittelten wir die in jedem der 5 Réhrchen ver- 
bleibende Thrombinkonzentration an Hand der fiir jede Profibrin-Charge auf- 
gestellten Testkurve. Die Testkurven wurden erhalten durch Einwirkung von 
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Abb. 4. Beziehung zwischen Gerinnungszeit und Thrombinkonzentration (T. E./cem) 
bei Verwendung der Profibrin-Charge I. 
Ordinate: Gerinnungszeit in Sek., Abszisse: Thrombin-Einheiten/cem. 


0,2 cem Thrombinlésung (enthaltend 0,25— 2,25 T. E.) auf 0,8 ccm Lsg. 4 unter den 
oben (Standardisierung der Thrombinlésung) erwihnten Bedingungen und Notie- 
rungen der Gerinnungszeiten. Die Testkurve fiir Charge 1 zeigt Abb. 4. Die Kurve 
fiir Charge 2 war mit dieser nahezu identisch. 

Die Messung des Antithrombin-Potentials erfolgte in Antithrombin-Ein- 
heiten (A. T. E.). Als eine A. T. E. wurde die Menge thrombin-bindenden Materials 
genommen, die eine T. E. inaktiviert. Wenn nach AbschluB der Inkubation a 
T. E./eem in der Kontrolle gemessen werden und in einer Probe, die mit n ccm 
Plasmaverdiinnung (enthaltend mccm Bariumsulfat-Plasma) inkubiert wurde, 
nur %» T.E./eem, kann der Antithrombingehalt c (A. T. E./eem Plasma) nach 
Formel (1) berechnet werden: 

ae | en B (1) 
a 
wobei der Faktor 1 — 2,,/a den Anteil inaktivierter Thrombin-Einheiten angibt 
und v das Reaktionsvolumen (1,4) in ccm. 

Diese Formel hat allerdings nur bedingte Giiltigkeit, da mit ihr fiir héhere 

Plasmadosen relativ niedrigere Antithrombinwerte berechnet werden. In Uber- 
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einstimmung mit Hurn und Mann® fanden wir, daB sich die Beziehungen zwischen 
dem Prozentsatz inaktivierter Thrombin-Kinheiten und der jeweiligen Plasma- 
menge linear darstellen laBt, wenn beide Achsen logarithmisch geteilt sind. Fiir die 
ersten 10 Normalplasmen ergab sich dabei die in Abb. 5 dargestellte; Beziehung: 





Abb. 5. Beziehung zwischen der Plasmamenge und dem 
Prozentsatz inaktivierter Thrombin-Einheiten. 


| 
it: ES i Xin\ 
T = Ordinate: % inaktivierter T. E.; log 1— a) 10| : 
| 


Abszisse: Plasmamenge; log (m - 100). 








eS 8 eS 


log [ro( —*n)) — log 10(1 — ua) = k}log (100m) — log 1] mitk < 1 


") — |10. (1 — “ea (100 m)* 


Da aus (1) folgt: 


wurde schlieBlich Formel (2) entwickelt: 
c= a-v-(1— =set), 100 |-mé- mk-1, (2) 
a 


Es besteht also zumindest in dem durch das Experiment erfaBten Bereich 
eine hyperbolische Abhangigkeit der in Erscheinung tretenden Antithrombin- 
Aktivitat (c) von der an der Reaktion beteiligten Plasma-Menge (m). 

Damit ergab sich die Schwierigkeit, vergleichbare Werte fiir die Antithrombin- 
Aktivitat der einzelnen Plasmen zu erhalten. Wir haben deshalb willkiirlich, aber 
gleichférmig den Antithrombin-Titer (c) in allen Plasmen nach Mafgabe des m- 
Wertes bestimmt, bei dem gerade 50% der T. E. in unserer Versuchsanordnung 
inaktiviert wurden. 

Es erwies sich uns am einfachsten, bei den Einzelbestimmungen die den 
verschiedenen Werten fiir m-109 entsprechenden Werte fiir (1 — x,,/a) -10 bei 
doppelter logarithmischer Achseneinteilung graphisch darzustellen. Dann wurden 
die gefundenen Punkte durch eine Gerade ausgeglichen, der Wert fiir m - 100 auf- 
gesucht, bei dem 50% der Thrombin-Einheiten inaktiviert wurden, d.h. fiir 
(1 — x,/a) - 10 = 5,0. ‘SchlieBlich setzten wir den gefundenen Wert fiir m und den 
Wert 1— x,,/a = 0,5 in die Formel (1) ein. 

Eine Ubersicht iiber die in dieser Weise gefundenen Antithrombinwerte von 
47 untersuchten Normalplasmen zeigte, da8 bei héheren Werten fiir a, d.h. bei 
einer héheren Thrombinkonzentration — die sich durch versuchsbedingte Schwan- 
kungen (Temp. des Thermostaten usw.) ergab — durchweg ein relativ erhdhtes 


28 M. Hurn u. F. D. Mann, Amer. J. clin. Pathol. 17, 741 [1947]. 
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Antithrombin-Potential gefunden wurde, was nach Formel (2) verstandlich er- 
scheint. Wir haben deshalb an Hand der 47 Normalwerte diese Beziehung zwischen 
a und den gefundenen Antithrombineinheiten graphisch dargestellt (Abb. 6). 


210 ] 


190 
170 / Abb. 6. Abhangigkeit der fiir die Nor- 
malplasmen gefundenen A. T. E.-Werte 
von der Thrombinkonzentration a. 
Ordinate: A. T. E./eem, Abszisse: a 
(T. E./eem). 
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Jeder Antithrombin-Einheiten-Wert wurde dann als Prozentwert des jeweiligen 
Normalwertes berechnet, der in der graphischen Darstellung dem jeweiligen Wert 
fiir a des Probanden-Plasmas entspricht. Als Beispiel sind die Werte des Normal- 
plasmas N 7 gegeben (Tab. 12). 


Tab. 12. Durchfiihrung der Antithrombin-Bestimmung bei einem Normalplasma 
(N 7). 


Plasmadosis 0,00 0,01 ),02 0,03 0,04 








Gerinnungszeit nach 
Inkubation . . . 16:7” 22, 31,5” 41,6” 

T. E./eem nach In- ton = = tou og 
kubation ... . 3,66 2 1,6 0, are 


0,71 0,17 iia, 

















0,29 0,46 ( 0,83 


ss e) (gefunden durch graphische Darstellung 
m -100| fir (1 _ a )'20 = 50 = 2,08 bei doppelt logarithmischer Achsen: 
einteilung, analog Abb. 5). 


“ee “= = 0,5 m = 0,0208 


5,20 m ‘ eis 
c= “0.0208 ° 0,5 = v- 125 A. T. E./eem Plasma nach Formel (1), 


Mittelwert des Antithrombin-Potentials der Normalplasmen (fiir a = 5,2) = 
v- 106A. T. E./ecm (s. Abb. 6), 

125 bezogen auf 106 = 118%, 

Antithrombin-Potential des Plasmas N 7 = 118°). 
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Resultate 
Zur Untersuchung kamen die Plasmen des gleichen Normalpersonen- 
und Dicumarolpatienten-Kollektivs wie im Teil I. Die Ergebnisse der 
Prothrombin- und Antithrombinbestimmungen von 47 Normalplasmen 
und von 41 Dicumarolplasmen zeigt Tab. 13. 


Tab. 13. 





Antithrombin 
0 


0 


Pth. %/, 





47 Normalplasmen 96,0 100,3 
17,3 15,3 
r 2,5 2,2 





41 Dicumarolplasmen (Prothrom- 23,1 100,9 


bin jeweils unter 50%) 20,9 
3,2 











In Anbetracht der geringen Streuung der Mittelwerte diirfen wir 
aus den Antithrombinwerten 100,3 und 100,9 folgern, da8 Dicumarol in 
therapeutischer Dosis unter unseren Versuchsbedingungen das anti- 
thrombin-Potential des Plasmas und seinen Gehalt an antithrombin- 
aktiver Substanz vollig unbeeinfluBt lat. 


Diskussion 


Bei Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Fahey et al.’° und Ol- 
win!! (Absinken des ,, Plasma-Ac.-Globulin“ unter Dicumaroleinwirkung) 
mit der nach dem gleichen methodischen Prinzip in dieser Arbeit gefun- 
denen Konstanz der labilen Ac.-Funktion im bariumsulfat-absorbierten 
Dicumarolplasma muB angenommen werden, da in den Untersuchungen 
der oben erwahnten Autoren als ,,Plasma-Ac.-Globulin“ ein komplexes, 
inhomogenes Funktionsprinzip erfaBt wurde. Davon ist offenbar in 
unserer Versuchsanordnung ein Teilfaktor entweder durch Bariumsulfat 
absorbiert worden oder aus anderen Griinden nicht mit zur Bestimmung 
gekommen. Unter zusitzlicher Beriicksichtigung der Ergebnisse von 
Owren und Aas3, Koller et al.2”, Owen et al.2 und Mann et al. ist es 
sehr wahrscheinlich, daB es sich bei diesem Teilfaktor um den Dicu- 
marol-empfindlichen, ,,stabilen“ Ac.-Faktor handelte. 

Die Tatsache, daB das labile Plasma-Ac.-Prinzip und damit auch 
der labile Anteil des offenbar komplexen ,,Plasma-Ac.-Globulin“ durch 
Dicumarol keine mengenmaBige Reduzierung erfahrt, gibt die Moéglich- 
keit, den Gerinnungsdefekt bei einer Dicumarol-Uberdosierung notfalls 
mit einer Blut- oder Plasma-Konserve auszugleichen, in der zwar kein 
oder nur wenig labiler Accelerator, aber physiologische Mengen von 
Prothrombin und dem ,,stable factor‘‘ enthalten sind. 

Das Ansteigen des Antithrombin-Potentials im Plasma bei der 
Dicumaroltherapie, wie es von Hurn etal.!? mitgeteilt wurde, kann wahr- 
scheinlich aus folgender methodischer Besonderheit heraus erklart 
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werden: Diese Autoren ermittelten die Normalwerte fiir das Antithrom- 
bin-Potential mit prothrombinhaltigen Plasmen. Da gewohnlich die dem 
Plasma zur Antithrombintestung zugesetzte Thrombinlésung noch 
Spuren von Thrombokinase und Ca-Ionen enthalt und ferner bei der 
zehnfachen Verdiinnung der Reaktionslésung die Oxalatwirkung ent- 
fallt, ist anzunehmen, daB das Plasmaprothrombin zu Thrombin um- 
gesetzt wurde und als solches mit zur Bestimmung kam. (Wir fanden in 
Orientierungsversuchen mit prothrombinhaltigem Plasma stets niedrigere 
Antithrombin-Werte als bei Verwendung von Bariumsulfat-Plasma.) — 
Das Absinken des Prothrombins in den Dicumarolplasmen und der damit 
verbundene Riickgang der endlich bestimmten Thrombin-Aktivitat 
konnte dann sehr leicht als erhéhte Antithrombin-Aktivitét miBdeutet 
werden. — In den Untersuchungen von Owen und Bollman'’ wurde 
ebenfalls mit Nativ-Plasma gearbeitet, die Inkubationsdauer aber auf 
eine Minute beschrankt, so daB die Zeit fiir eine Umsetzung des Pro- 
thrombins nicht hinreichte. Somit sahen auch diese Autoren keinen 
DicumaroleinfluB auf das Antithrombin-Potential des Plasmas. 

Die hier dargelegte Konstanz des Antithrombin-Potentials im 
Dicumarol-PJasma macht zwar eine Spekulation auf weitere, giinstige 
Dicumaroleffekte zunichte; andererseits wird das vorliegende Ergebnis 
ebenso wie die AusschlieBung eines unmittelbaren Dicumaroleffektes auf 
den labilen Ac.-Faktor eine notwendige Grundlage geben fiir kinftige 
Untersuchungen im Zusammenhang mit der Dicumarolwirkung. 

Die hier beschriebenen Methoden sind verhaltnismaBig einfach und 
zuverlassig, und ihre Anwendung diirfte sich auch bei anderen Frage- 
stellungen empfehlen. 


Zusammenfassung 


Dicumarolplasmen mit einem jeweils unter 50°, gesenkten Pro- 
thrombinwert wurden nach der Bestimmungsmethode des ,,Plasma-Ac.- 
Globulin“ aufihren Gehalt an accelerator-aktivem Material nach Barium- 
sulfat-Absorption untersucht. Die gefundenen Ac.-Werte zeigten keinen 
Unterschied zu denen von Normalplasmen, die in gleicher Weise be- 
handelt worden waren. 

Ebenso unbeeinfluBt erwies sich in den Dicumarolplasmen das 
Antithrombin- Potential. 
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Eine Methode zur Gewinnung von Zellkernen und anderer Zell- 
und Gewebebestandteile unter Vermeidung der Gefriertrocknung 


Von 
M. Behrens und M. Taubert 


Aus dem Physiol.-chem. Institut und der Med. Poliklinik der Medizinischen Akademie 
der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Oktober 1952) 


Zur Zeit gibt es im Prinzip zwei Wege, Zellkerne oder andere Zellen- 
und Gewebebestandteile im praparativem MaBstab zu gewinnen, um sie 
der chemischen Untersuchung zugianglich zu machen. Einmal die von 
dem einen von uns! 1929 angegebene Methode, nach der Organe nach 
Trocknung im vereisten Zustand und Pulverisierung auf Grund des 
spezif. Gewichtes und der GréBe der einzelnen histologischen Kompo- 
nenten in indifferenten organischen Fliissigkeiten geeigneter spezif. 
Gewichte aufgeteilt werden und dann das von Dounce? und Bensley® 
in neuerer Zeit besonders inaugurierte Vorgehen, das nach Homogeni- 
sierung der Organe die einzelnen Bestandteile in waiBrigem Milieu auf 
Grund ihrer Gr6éBe zu gewinnen sucht. Beide Methoden haben ihre Vor- 
und Nachteile. Bei unserer Methode werden durch die Gefriertrocknung 
empfindliche Fermentsysteme geschadigt und ein Teil der Lipoide geht 
verloren. AuBerdem ist sie nicht ganz einfach durchzufihren und setzt 
ein gewisses MaB experimenteller Erfahrung und experimentellen Appa- 
rates voraus. Die von amerikanischer Seite angegebenen Methoden und 
die seither bekanntgewordenen Variationen derselben bieten experimen- 
tell weniger Schwierigkeiten, ergeben aber, da sie im waBrigen Milieu 
arbeiten, ein wenig einwandfreies Ausgangsmaterial fiir chemische Unter- 
suchungen. Ein betriachtlicher Teil der wasserléslichen Inhaltsstoffe der 
zu gewinnenden histologischen Komponenten wird ausgelaugt, chemi- 
sche (fermentative) Verainderungen sind nicht ausgeschlossen und Stoffe 
werden in unkontrollierbarer Weise aus dem wiaBrigen Milieu aufge- 
nommen. So gewonnene Zellkerne sind insbesondere auf ihren Ferment- 
gehalt hin untersucht worden. Die mitgeteilten Ergebnisse erscheinen 
uns aus den angegebenen Griinden mit einem groBen Unsicherheits- 
faktor behaftet. 

Eine in jeder Weise befriedigende Methode, Zellen- und Gewebe- 
bestandteile zu erhalten, wird es niemals geben. Jede Art der Auf- 
arbeitung der Organe fiihrt zu Verainderungen des urspriinglichen Zu- 
standes. Bei dieser Sachlage besteht nur die Méglichkeit, die Unter- 
suchungen an Praparationen vorzunehmen, die auf die verschiedensten 
Weisen gewonnen wurden, um durch Kombination der Ergebnisse zu 


R.R. Bensley u. N. L. Hoerr, Anatom. Rec. 60, 449 [1934]. 
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einigermaBen einwandfreien Schliissen zu kommen. Deshalb soll im 
folgenden eine neue Methode der Zellen- und Gewebetrennung mit- 
geteilt werden, die auBerdem experimentell weniger Schwierigkeiten 
bietet als die seinerzeit angegebene. 

Das Prinzip der neuen Methode ist folgendes: Die zu untersuchen- 
den Organe werden durch mit Wasser mischbare organische Fliissig- 
keiten (Aceton) entwassert und damit gleichzeitig fixiert. Die Ent wis- 
serung und Fixation wird mit der Zerkleinerung kombiniert. 
AnschlieBend wird das Organpulver in die zur Trennung nach dem 
spezif. Gewicht geeigneten indifferenten organischen Fliissigkeiten iiber- 
fiihrt. Die eigentliche Trennung geschieht dann nach den seinerzeit an- 
gegebenen Prinzipien*. Die Beschaffenheit des so gewonnenen Materials 
hingt weitgehend von der Art der Durchfiihrung der mit der Zerkleine- 
rung verbundenen Entwasserung ab. Sie soll daher zunachst geschildert 
werden. Ein Starmix (Waring-Blendor) wird mit dem in etwa kirsch- 
groBe Stiicke zerschnittenen Organ beschickt. Nach Zugabe der zehn- 
fachen oder auch gréBeren Menge Aceton wird sofort mit der Zerkleine- 
rung begonnen. 

Bei dieser Art des Vorgehens kommen die bei der Zerkleinerung der 
Organe freigelegten histologischen Teile unmittelbar mit einem groBen 
Uberschu8 Aceton in Beriihrung und tauschen ihr Wasser gegen dieses 
aus. Ungeklart bleibt dabei zunichst die Frage, welche Substanzver- 
schiebungen den Austausch des Wassers mit dem Aceton in den einzelnen 
histologischen Komponenten begleiten. Diese Frage soll hier nicht dis- 
kutiert werden. Dazu liegen noch nicht geniigend Erfahrungen vor. 
Chemische Verainderungen (Denaturierungen) sind kaum zu befiirchten, 
zumal sich das Verfahren leicht auch bei tiefen Temperaturen durch- 
fiihren lé8t. Zu diesem Zwecke wird der Starmix vorgekiihlt und ge- 
kihltes Aceton benutzt, wobei die gewiinschte tiefe Temperatur sich 
durch dosiertes Einbringen fester Kohlensiure aufrecht erhalten 1aBt. 
Das geschilderte Vorgehen entspricht im wesentlichen dem von uns? 
bei der Leukozytentrennung als vorbereitende MaBnahme benutzten 
Entwasserungsverfahren, nur daB hier die Zerkleinerung im Starmix 
iiberfliissig ist, da die mit physiol. Kochsalzlésung gewaschenen und in 
dieser suspendierten Leukozyten schon als distinkte Teile vorliegen, 
so daB es geniigt, einfach einen groBen Uberschu8 von Aceton in die 
Suspension zu geben. 

Das mit Aceton oder einem ahnlichen organischen Lésungsmittel 
gewonnene Organpulver eignet sich fiir die verschiedensten Trennungen 
nach der GréBe und dem spezifischen Gewicht. An einigen Beispielen, 
der Isolierung der Zellkerne des Kalbsherz- und Kaninchenmuskels, der 
Zellkerne der Kaninchenleber und der Pigmente der Kaninchenleber 
sollen die methodischen Einzelheiten beschrieben werden. 


4M. Behrens, Abderhaldens Hdb. d. biol. Arbeitsmethoden V, 10, IT. 
5 M. Behrens u. M. Taubert, diese Z. 289, 63 [1952]; 290, 228 [1952]. 
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Methodisches 


1. Gewinnung von Zellkernen des Kalbsherz- und 
Kaninchenmuskels 


a) Entwasserung, Fixation und Mahlen: 50g in kirschgroBe Stiicke 
zerschnittenen Muskels werden in einen Starmix gegeben und mit 500 ccm Aceton 
versetzt. Der Starmix wird sofort in Gang gesetzt. Nach Abstellen und Absitzen- 
lassen wird das iiberstehende klare Aceton abgegossen und der Riickstand weiter 
gemahlen. Dann wird das abgegossene Aceton durch frisches ersetzt, weiter ge- 
mahlen und wieder Absitzenlassen. Dies Absitzenlassen, AbgieBen, Ersetzen des 
iiberstehenden Acetons und Mahlen wird mehrfach wiederholt. Im Anfang, so lange 
das Aceton noch wasserhaltig ist, setzt sich das Gewebepulver rasch ab und das 
iiberstehende Aceton ist klar, da die einzelnen Teile des Gewebepulvers aggluti- 
nieren. Spater, wenn das Wasser weitgehend entfernt ist, setzt sich die Haupt- 
menge rasch ab, wahrend die iiberstehende Fliissigkeit von kleinen Teilchen (Zell- 
kernen, Protoplasmateilchen) getriibt ist. Die triiben Acetonsuspensionen werden 
gesammelt und die suspendierten Teilchen durch Zentrifugieren gewonnen. Bei 
der Aufarbeitung von Muskeln ist das so erhaltene Gewebepulver fiir die an- 
schlieBende Trennung geeignet. Die fiir die Trennung noch nicht geeigneten, zu 
groBen Teilchen haben beim Muskel eine faserige Beschaffenheit, verfilzen daher 
miteinander und setzen sich daher gemeinsam schnell ab, wahrend die durch das 
Mahlen freigelegten Zellkerne mit kleinen Protoplasmateilchen in Suspension 
bleiben. Bei allen anderen Organen muB das fiir die Trennung geeignete Organ- 
pulver bestimmter GréBe, d.h. das Pulver, dessen Komponenten den gewiinschten 
Bestandteil als distinkte Elemente enthalt, durch Schlimmen gewonnen werden. 

b) Trennung nach dem spezif. Gewicht: Das auf die beschriebene Art 
gewonnene Organpulver wird nun in lecithinhaltigem Tetrachlorkohlenstoff sus- 
pendiert und die Suspension durch Zusatz von Petrolather auf ein spezif. Gew. (d) 
von 1,300 gebracht. Die Menge der Suspensionsfliissigkeit soll etwa das 10—20- 
fache des Volumens des Bodensatzes betragen. AnschlieBend wird in verschlossenen 
Zentrifugenglasern scharf zentrifugiert. Das Protoplasma geht dabei nach oben 
oder bleibt in Suspension, wahrend der Bodensatz zu etwa 10°/,) aus Zellkernen 
besteht. Das Zentrifugieren wird evtl. mehrmals unter jeweiligem Abtrennen der 
Bodensatze wiederholt. Sollte sich kein Bodensatz bilden, oder die Hauptmenge 
des Pulvers zu Boden gehen, so mu8 man erneut durch Schiitteln suspendieren 
und die Suspension durch Zusatz von Petrolather resp. Tetra leichter oder schwerer 
machen. Die Grenzen der spezif. Gewichte, in denen man sich dabei zu bewegen 
hat, liegen zwischen 1,280 und 1,330. Am zweckmaBigsten geht man folgender- 
maBen vor: Man zentrifugiert zuerst bei d 1,280, den anfallenden Bodensatz bei 
1,300 und das nun zu Boden gehende bei d 1,330. Der schlieBlich erhaltene Boden- 
satz wird nach dem Schichtverfahren gereinigt. 

Er wird dazu in einer lecithinhaltigen Tetra-Petrolither-Mischung von 
d 1,400 suspendiert und so auf Zentrifugenglaser von etwa 15 ccm Fassungsver- 
mégen verteilt, daB sich in jedem Glas etwa 3 ccm befinden. In die Zentrifugen- 
glaser kommen dann etwa 3 ccm einer Tetra-Petrolither-Mischung von d 1,350, 
dariiber eine Mischung von d 1,330. Nach Umriihren mit einem diinnen Glasstab 
und Verkorken wird zentrifugiert. Sollten sich keine guten Schichtbildunger er- 
geben, wird umgeriihrt und erneut zentrifugiert. Die oberen Schichten bestehen 
aus Protoplasma, die unteren aus Zellkernen. Die histologische Zusammensetzung 
der Schichten kann in der Art festgestellt werden, wie sie von uns in der Arbeit 
tiber die Isolierung der basophilen Leukozyten angegeben wurde®. 

Nach Absaugen der oberen Schichten werden die unteren Schichten von 
einem evtl. vorhandenen Bodensatz in ein neues Zentrifugenglas abgegossen und 
histologisch untersucht. Gegebenenfalls wird das erhaltene Material nochmals 
nach dem Schichtverfahren gereinigt. 

Ausbeute: ca. 20 mg reiner Zellkerne (s. Abb. 1). 


6 M. Behrens u. M. Taubert, diese Z. 289, 63 [1952]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 291 
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Abb. 1. Ausstrichpriparat von reinen, aus Kaninchenmuskulatur isolierten 
Zellkernen. Feulgen-Farbung. VergréBerung 720-fach. 


2. Gewinnung der Zellkerne der Kaninchenleber 

Fir die Abtrennung der Zellkerne der Kaninchenleber eignen sich nur die 
Lebern von Tieren, die etwa 48 Stdn. gehungert haben und deren Lebern daher 
glykogenarm sind. Die Zellkerne werden im wesentlichen auf Grund ihres relativ 
hohen spezif. Gewichtes von dem leichteren Protoplasma abgetrennt. Der Glykogen- 
gehalt der Leberzellen erhéht das spezif. Gewicht des Protoplasmas, so daB es 
teilweise so hoch wie das der Kerne oder sogar noch héher wird. Eine Trennung 
nach dem spezif. Gewicht ist dann nicht méglich. 

Im iibrigen unterscheidet sich die Gewinnung der Leberzellkerne von der der 
Muskelkerne nur dadurch, da8 die zur Trennung geeigneten Partikel durch Schlam- 
men gewonnen werden miissen. Es geniigt nicht, wie beidem Muskelmaterial, kurzes 
Absitzenlassen der Suspensionen, sondern die Zeit des Absitzenlassens und die 
Hohe der Fliissigkeitsséule der Suspension miissen beriicksichtigt werden. Bei 
einer Héhe der Schlammsaule von etwa 30cm mu8 man etwa 3 Stdn. absitzen 
lassen, um im Uberstehenden ein Gewebepulver zu erhalten, das die Zellkerne als 
distinkte Teile enthalt. Das Schlimmen wird zwischen den einzelnen Mahlungen 
eingeschaltet und mehrmals wiederholt. Die sich dabei bildenden Bodensiatze 
werden in frischem Aceton suspendiert und wieder absitzen gelassen. Im tibrigen 
wird, wie im ersten Beispiel beschrieben, vorgegangen. 


3. Gewinnung von Pigmenten 

Die schwarzen Pigmente der Kaninchenorgane sind spezifisch auBerordent- 
lich schwer und finden sich daher bei der Trennung nach dem Schichtverfahren 
als schwarze Bodensitze in den Zentrifugenglisern. Eine Reinigung derselben 
nach dem Schichtverfahren bietet keinerlei Schwierigkeiten. Man suspendiert 
die Bodensatze in Tetra-Petrolather-Mischungen von d 1,500, iiberschichtet mit 
Mischungen von d 1,400 und 1,300 und zentrifugiert. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir ihre Unter- 
stiitzung bei vorstehender Arbeit. 


Zusammenfassung 


Es wird eine neue Methode zur Gewinnung von Zellkernen und 
anderen Zell- und Gewebebestandteilen mitgeteilt. 
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—— 
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Uber die Rolle der Kaliumionen 
bei der Atmung von Leber- und Zwerchfellschnitten 
Von 
Horst Frunder 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 
Direktor: Prof. Dr. med. et phil. E. Strack 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1952) 


Aus einer friiheren Mitteilung! iiber die Atmung von Gewebe- 
schnitten ging hervor, daB sich bei Erhéhen der Pufferkapazitat der Sus- 
pensionsflissigkeiten der Bedarf atmender Gewebeschnitte fiir K-Ionen 
andert. Es war daher von Interesse zu untersuchen, welche Faktoren 
den optimalen K-Ionenbedarf und ihre Wirkungen auf den Atmungs- 
stoffwechsel tiberlebender Gewebe bestimmen. Insbesondere das neuere 
Schrifttum berichtet ausfiihrlich itiber K*-Wirkungen, weil physiolo- 
gisch bei ihnen ein hohes Konzentrationsgefalle zwischen Zellinnerem 
und extrazellularer Gewebefliissigkeit besteht, das sich unter den ex- 
perimentellen Bedingungen andert. 

Unter den Bedingungen des Gewebeschnittes verlieren atmende 
Zellen K-Ionen. Zellinneres und AuBenfliissigkeit gleichen sich in ihrem 
K*-Gehalt erheblich an. Dixon? fand nun, daB die K*-Abgabe 
atmender Kaninchenhirnschnitte an die Suspensionsfliissigkeit ausbleibt, 
wenn Glucose als Verbrennungssubstrat zugegeben wurde. Nach Krebs 
und Mitarb.? vermag auch Glutaminat in manchen Fallen derartige 
K*-Verluste aus Gewebeschnitten zu verhindern. Krebs, Eggleston 
und Terner‘ haben in der Folgezeit den K*-Austausch von Schnitten 
verschiedener Gewebe eingehender untersucht. Sie fanden, daB atmende 
Gewebsschnitte der meisten Gewebe schon innerhalb weniger Minuten 
etwa 30—80°, ihres intrazelluliren K*-Gehaltes verlieren, die Zellen 
fiir _K-Ionen gewissermaBen ,,leck‘‘ werden. Zusatz bestimmter Ver- 
brennungssubstrate (Glutaminat, «-Ketoglutarat und Glucose) ver- 
hindert bei Hirn, Retina und Nierenrindengewebe diese hohen K*-Ver- 
luste entweder teilweise oder véllig, wahrend er diese bei anderen Ge- 
weben (Leber, glatte Muskulatur u. a.) nicht aufhalt. 

Der intrazellulire K*-Gehalt ist andererseits von groBer Bedeutung 
fiir eine Reihe normaler Stoffwechselreaktionen. Schon 1939 berich- 
teten Brock, Druckrey und Herken’, da Leberschnitte K* fiir den 
Ruhestoffwechsel nicht benétigen, wohl aber fiir den Erregungsstoft- 
wechsel. Fiir die Glykogenbildung konnten Buchanan, Hastings 
und Nesbett® zeigen, daB sie in Kaninchenleberschnitten dann optimal 


1H. Frunder, diese Z. 291, 182 [1952]. 

2 K.C. Dixon, Biochem. J. 44, 187 [1949]. 

3-H. A. Krebs, u. L. V. Eggleston, Biochem. J., Proc. VII [1949]. 

4H. A. Krebs, L. V. Eggleston u. C. Terner, Biochem. J. 48, 530 [1951]. 

® N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, Biochem. Z. 302, 393 [1939]. 

6 J.M. Buchanan, A. B. Hastings u.F. B. Nesbett, J. biol. Chemistry 
180, 435 [1949]. 

16* 
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verlauft, wenn die Suspensionsfliissigkeiten K*- und Mg**-reich sind. 
Verzar und Leupin’ wiesen an Rattenzwerchfellen nach, daB gekoppelt 
mit der Glykogensynthese K-Ionen aufgenommen werden. Zu ahnlichen 
Ergebnissen kamen Kutscher und Krabbenhoft®, die die Leber- 
glykogenbildung verbessern konnten, wenn sie C,-Dicarbonsauren als 
K- statt als Na-Salze verfiitterten. Der wichtige Vorgang der Glykogen- 
synthese normaler Zellen ist danach also eng mit dem Gehalt an K-Ionen 
verkniipft. So groBe K*-Verluste, wie sie insbesondere von Krebs und 
Mitarb.* nachgewiesen wurden, miissen hier stérend wirken. Die Frage 
nach den experimentellen Einfliissen, die das ,,Leckwerden“ atmender 
Zellen fiir K-Ionen hervorrufen, ist deshalb fiir die Stoffwechselvorginge 
eine zentrale. 

DaB das py, die Zellpermeabilitat beeinfluBt, ist bekannt. Auch aus 
einer neueren Arbeit von Fenn und Gerschmann?® iiber die K*t-Ver- 
luste von Froschnerven ergaben sich Hinweise, daB die H-Ionenkonzen- 
tration den K*+-Austausch stark beeinfluBt. Ich habe deshalb die Ab- 
hangigkeit der Atmung von Leber- und Zwerchfellschnitten vom K*- 
Gehalt in Verbindung mit der aktuellen Reaktion der Suspensions- 
fliissigkeit untersucht. 


Methodik 


Fiir die nachfolgenden Atmungsversuche galten die gleichen Bedingungen, 
wie sie in der vorangehenden Mitteilung! beschrieben wurden. Suspensionsfliissig- 
keit war in allen Fallen die dort ermittelte Lésung von der folgenden neuen Zu- 
sammensetzung: 0,108-m. NaCl, 0,012-m. KCl, 0,0006-m.CaCl,, 0,0005-m. MgCl, 
und 0,03-m. Natriumphosphat vom py 6,0, 6,5, 7,3. Wenn nicht anders angegeben, 
enthielt sie weiterhin n/100-Na-Pyruvat als Atmungssubstrat. 


Ergebnisse 

I. Zwerchfellschnitte 

Es wurde 1. durch ausgleichende Anderungen in den Konzentra- 
tionen von NaCl und KCl die in der Suspensionsfliissigkeit enthaltene 
K*-Menge, 2. durch Anderung des Mischungsverhiltnisses der beiden 
Natriumphosphat-Stammlésurgen das p, variiert und der Einflub 
dieser Anderungen auf die O,-Aufnahme von Rattenzwerchfellschnitten 
geprift. 

Unter den vorliegenden Bedingungen wurde als optimale K*+-Kon- 
zentration der Suspensionsfliissigkeit bei p, 7,3 eine Endkonzentration 
von 0,012-m. K* ermittelt. Unterschreiten dieser Menge fiihrte bisweilen 
— nicht immer — zu einer Verminderung der O,-Aufnahme. Von dieser 
optimalen K*-Konzentration wurde ausgegangen und festgestellt, in 

welcher Weise ein Steigern der K*-Menge die Atmung veranderte. 
Tab. 1 zeigt, wie wechselnde K*-Konzentrationen die O,-Aufnahme 


7 KE. Leupin u. F. Verzar, Helv. physiol. Acta 8, C 27 [1950]. 
8 W. Kutscher u. F. Krabbenhdéft, diese Z. 285, 77 [1950]. 
® W. O. Fenn u. R. Gerschmann, J. gen. Physiol. 33, 195 [1950]. 
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von Rattenzwerchfellen beeinflussen. Bei pg 7,3 ist die Atmung sehr 
empfindlich gegeniiber erhdhten K*-Konz. und wird deutlich herab- 
gesetzt. Ist dagegen der py-Wert der Suspensionsfliissigkeit nach der 
sauren Seite bis 6,0 geandert, so kann jetzt die K*-Konzentration sogar 
bis auf 0,03-m. erhéht werden, ohne daB dadurch die AtmungsgréBe 
gegentiber der bei geringeren K*+-Mengen deutlich verindert wird. 


Diese Befunde lassen sich auf verschiedene Weise deuten. Nach 
Krebs und Mitarb.4 wird der hohe Konzentrationsgradient fiir K* 
zwischen Gewebe und extrazellulirer Fliissigkeit nicht von der Zell- 
permeabilitét allein bestimmt, sondern entsteht aus zwei gegenlaiufigen 
Prozessen. Dem Ausgleich der hohen Konzentrationsunterschiede durch 
Diffusion arbeitet der aktive, energiebediirftige Transport in das Ge- 
webe entgegen. Nach einem initialen Verlust stabilisiert sich der K*- 
Gehalt der Zellen abhangig von der Stoffwechselintensitét. Die K*- 
Konzentrationen im extrazelluliren Geweberaum liegen dadurch bei 
Schnitten 4—10-mal tiber dem Gehalt des physiologischen Zustandes. 
Sie sind um so hoher, je starker der energiebediirftige, stoffwechsel- 
abhingige, aktive K*-Transport in die Zelle hinein durch die experimen- 
tellen Bedingungen gestért ist. Mit zunehmender Schnittdicke werden 
sie infolge des stark verlingerten Diffusionsweges gegeniiber den Ver- 
haltnissen in vivo noch weiter ansteigen. 


Tab. 1. Wirkung der K+-Konzentration auf die Atmung von Zwerchfellschnitten 
bei wechselndem py 
WeiBe Ratten von 100—120 g Gewicht, nach 20—24-stdg. Hungern. Zwerchfell- 
anteile von 2—5 mg Trockengewicht, suspendiert in der neuen Suspensionsfliissig- 
keit (s. unter Methodik) mit wechselndem Kt-Gehalt und m/100-Na-Pyruvat als 
Atmungssubstrat. 





Gehalt in der 
Suspensionsfliissigkeit 
m.NaCl | m.KCl 


0,108 0,012 13,9 
0,102 0,018 10,9 


0,108 0,012 13,4 
0,102 0,018 11,6 
0,096 0,024 10,2 
0,090 0,030 9,4 


0,108 0,012 13,8 
0,105 0,015 12,6 
0,102 0,018 11,5 
0,096 0,024 10,8 


Qo, Qo, Qo, 
bei pq 7,3 | bei pq 6,5 | bei pg 6,0 




















Aus Tab. 1 14Bt sich folgendes schlieBen: 1. Liegt die K*-Konz. 
in der Suspensionsfliissigkeit héher als die Gleichgewichtskonzentration, 
die sich durch das ,,Leckwerden“ der Zellen im extrazelluliren Gewebe- 
raum einstellt, so ist die Atmung gehemmt. 2. Der bei saurem pg herab- 
gesetzte Atmungsstoffwechsel wird durch KCl-Endkonzentrationen von 





220 Horst Frunder, Bd. 291 (1952) 


> 0,012 bis 0,03-m. kaum beeinfluBt, wihrend er unter optimalen Be- 
dingungen bei p, 7,3 dadurch schon deutlich zu hemmen ist. Die K*- 
Menge im extrazellularen Geweberaum wird also um so geringer sein, 
je weniger der Atmungsstoffwechsel gestdért ist. 3. Man kann die K’- 
abhingige Atmungshemmung als Indikator fiir das K*-Gleichgewicht 
in Gewebeschnitten ansehen. Sie gibt in gewisser Annaiherung ein Mab 
fiir den Umfang der Gewebeschidigung, die durch die experimentellen 
Bedingungen ausgelést ist. 4. Die mehr oder weniger groBen Diffusions- 
verluste an intrazellulérem K* kénnen nicht nachweisbar vermindert 
oder aufgehoben werden, wenn man die K*-Menge in der Suspensions- 
fliissigkeit steigert. 

Ungeklart bleibt nach den bisherigen Ergebnissen die Frage, ob der 
Umfang der intrazelluléren K*-Verluste nur vom herabgesetzten At- 
mungsstoffwechsel abhingt, oder ob auch die pg-Anderung allein die 
Zellen fiir K+ verstarkt ,,leck“‘ werden 1a8t. Gewisse Hinweise fiir die 
letztere Méglichkeit ergeben sich aus Versuchen, bei denen der Suspen- 
sionsfliissigkeit 0,011-m. Glucose als Atmungssubstrat zugesetzt war 
(Tab. 2). Denn Glucose verinderte den K*-EinfluB auf die Atmung 
wesentlich. ~ 
Tab. 2. Wirkung wechselnder K*+-Konzentrationen auf die Atmung von Zwerch- 


fellen hungernder und ernihrter Ratten bei Zusatz von 0,011-m. Glucose als 
Atmungssubstrat. Neue Suspensionsfliissigkeit, pg 7,3. 





m. NaCl m.KCl_ | Zusitze Qo, 





Versuch 1 0,108 0,012 ohne Atmungs- 12,3 
Hungerratte substrat 
0,108 0,012 0,01-m. Na-Pyruvat 14,6 
0,108 0,012 0,011-m. Glucose 10,8 
0,102 0,018 0,011-m. Glucose 10,9 


Versuch 2 0,108 0,012 ohne Substrat 12,6 
Hungerratte 0,108 0,012 0,011-m. Glucose 11,6 
0,102 0,018 0,011-m. Glucose 11,8 
0,096 0,024 0,011-m. Glucose 10,3 


Versuch 3 0,108 0,012 0,011-m. Glucose 12,8 
Hungerratte 0,102 0,018 0,011-m. Glucose 11,9 
0,096 0,024 0,011-m. Glucose 13,6 


Versuch 4 0,108 0,012 ohne Substrat 14,3 
ernahrte Ratte 0,108 0,012 0,011-m. Glucose 14,0 














Tab. 2 zeigt, daB Glucose die K*-Empfindlichkeit der Gewebe- 
atmung andert. Bei Glucosezusatz fehlt die durch Erhéhen der K*- 
Konz. unter optimalen pg-Bedingungen (7,3) hervorzurufende Atmungs- 
hemmung entweder ganz oder sie tritt nur wenig hervor. Weiterhin ist 
die Beobachtung von Interesse, daf Glucose die O,-Aufnahme von 
Zwerchfellen hungernder Ratten kraftig, von ernaéhrten Ratten wenig 
herabsetzt im Vergleich mit Kontrollen ohne Substratzusatz. Vermut- 
lich ist die Ursache auch in diesen Versuchen eine durch Glucose aus- 





— i i laste 


Bd. 291 (1952) Kaliumionen bei der Atmung von Leberschnitten 221 


geléste Gewebssauerung. Diese ist fiir Gewebeschnitte von Eliott und 
Birmingham? und fir geschidigtes Gewebe in vivo vom Verf.4 
nachgewiesen worden. Denn mit Glucose findet man auch bei optimalem 
px prinzipiell gleiche Veranderungen wie bei einer p,-Anderung der 
Suspensionsfliissigkeit allein. 

Bei optimalem py mit Glucosezusatz sind die Qo,-Werte weniger 
vermindert als allein bei einer p,-Anderung der Suspensionsfliissigkeit 
nach der sauren Seite hin. Aber die K*-Empfindlichkeit der Atmung 
wird dennoch aufgehoben oder vermindert. Dieser Befund laBt sich 
dahingehend erkliren, daB nicht die herabgesetzte Atmungsintensitat 
allein die hdheren innerzellularen K*-Verluste bewirkt, sondern daB 
saure Zwischenprodukte aus der starkeren Glucosevergirung die Gewebe 
hungernder Tiere fir K* vermehrt ,,leck“‘ werden lassen. Denn Gewebe 
hungernder Tiere vergirt nach Meyerhof und Lohmann® in viel 
héherem Umfang zugesetzte Glucose als Gewebe von ernahrten. 

Gelegentlich war bei Glucosezusatz die Atmung durch erhdhte 
K*-Mengen sogar gering gesteigert (s. Vers. 3, Tab. 2). Jedoch waren 
diese Befunde unregelmaBig und nicht sicher zu reproduzieren. In keinem 
Falle lieBen sie unter den vorliegenden Versuchsbedingungen — auch 
nach Erhéhen der K*-Menge bis auf 0,1-m. — Atmungssteigerung von 
70—100% beobachten, wie sie kiirzlich von Lipsett und Crescitelli™® 
beschrieben wurden. Dies mag daran liegen, daB dort mit anderen Ge- 
weben unter anderen methodischen Bedingungen gearbeitet wurde. 
Interessant ist jedoch in diesem Zusammenhang der Befund dieser 
Autoren, daB eine Atmungssteigerung durch Erhdhen der K+-Menge 
in der Suspensionsflissigkeit nur dann sicher nachweisbar war, wenn 
gleichzeitig Glucose als Atmungssubstrat zugesetzt wurde. Bei Lactat 
und Pyruvat als Substrat war die Steigerung der O,-Aufnahme nur gering 
bei Glutaminat, Citrat, «-Ketoglutarat und Succinat fehlte der Kalium- 
effekt auf die Atmung ganz’*. Buchanan, Hastings und Nesbett®, 
die den EinfluB des Ionenmilieus auf die Glykogenbildung von Ka- 
ninchenleberschnitten untersuchten, fanden fiir diesen Vorgang eine 
optimale Konz. von 0,145-m.K*, also eine wesentlich stiirkere Glykogen- 
bildung im K*-reichen und Na*-armen intrazelluléren als im K*-armen 
extrazellularen Ionenmilieu. 

Aus den vorliegenden Versuchen kann man daher schlieBen, daB 
bei Glucosezusatz der extrazellulire Geweberaum saurer wird. Die 
Siuerung bewirkt ein ,,Leckwerden“ der Zellen fiir K*-Ionen. Dieser 
Vorgang wird also nicht allein durch einen herabgesetzten Atmungs- 
stoffwechsel, sondern auch durch aus dem Zellstoffwechsel stammende 
saure Intermediairprodukte verstarkt. 


10 K, A.C. Eliott u. M. K. Birmingham, J. biol. Chemistry 177, 50 [1949]. 
1 H. Frunder, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 251, 631 [1949]. 

22 QO. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 171, 381 [1926]. 

13 M.N. Lipsett u. F. Crescitelli, Arch. Biochem. 28, 329 [1950]. 

14 Vgl. auch G. H. Mudge, Amer. J. Physiol. 165, 113 [1951]. 





Kaliumionen bei der Atmung von Leberschnitten Bd. 291 (1952) 


II. Leberschnitte 

Die Untersuchung der Atmung von Leberschnitten lieferte unein- 
heitliche Ergebnisse. In den Wintermonaten reagierten die Leberschnitte 
auf K*-Zusitze ahnlich wie Rattenzwerchfelle. In den Sommermonaten 
waren die Befunde jedoch vielfach nicht reproduzierbar. Einmal ist die 
Atmungsrate verschiedener Schnitte des gleichen Tieres infolge der 
ungleichméBigen Gewebeschadigung beim Anfertigen der Schnitte bei 
Lebern an sich schon recht schwankend. Aber es scheinen hier weitere, 
noch nicht naher bekannte Einfliisse vorzuliegen. Sicher ist der initiale 
Leberglykogengehalt fiir den Austausch von K-Ionen nicht ohne Be- 
deutung und lat die Ergebnisse ungleichmaBig werden. Denn aus dem 
schwankenden Gehalt an Glykogen, das auch durch Hungerperioden 
nicht gleichmaBig und véllig zu beseitigen ist, wird mehr oder weniger 
rasch Glucose in Freiheit gesetzt, die dann weiter vergoren wird. Hier 
werden sich demzufolge ahnliche, aber unkontrollierbare Bedingungen 
einstellen, wie sie bei den vorher beschriebenen Zwerchfellversuchen 
mit -Glucosezusatz zu beobachten waren. Die Mehrzahl der Versuche 
— besonders in den Sommermonaten mit besseren Futterverhaltnissen 
— ergab deshalb bei Leberschnitten keine sichere K*-Wirkung auf die 
Atmung. Lediglich bei solchen Lebern, bei denen schon makroskopisch 
eine Verfettung anzeigende weife Fleckung sichtbar war, glichen die 
Befunde grundsitzlich denen bei Zwerchfellen. Infolge der patholo- 


gischen Bedingungen lassen sich jedoch die Befunde nicht eindeutig 
verwerten. 

Die von Krebs, Eggleston und Terner* mit anderer Methodik 
gemachten Erfahrungen kénnen daher bestiatigt werden, daB Leber- 
gewebe fiir Untersuchungen iiber die Bedeutung der K-Ionen im Stoff- 
wechsel ungeeignet ist, wenigstens so lange der relativ hohe und schwan- 
kende Glykogengehalt unkontrollierbare Versuchsbedingungen schafft. 


Zusammenfassung 


1. Die K*-Menge, die bei py 7,3 optimal die Atmung erhilt, liegt 
mit 0,012-m.KCl-Endkonzentration iiber dem physiologischen Gehalt 
des Serums. Steigern dieser K*-Menge hemmt im Rattenzwerchfell 
die Atmung. 2. Ist das py der Suspensionsfliissigkeit geringer oder ist 
bei pg 7,3 Glucose als Atmungssubstrat zugesetzt, hemmt Steigern der 
K*+-Menge bis 0,03-m. die O,-Aufnahme nicht mehr. Die Siuerung des 
extrazellularen Gewebes verstiirkt das ,,Leckwerden‘‘ der Zellen fiir 
K-Ionen. 3. An Lebergewebe lassen sich K-Ionenwirkungen wegen des 
hohen und schwankenden Glykogengehaltes schlecht untersuchen. 
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Papierchromatographischer Nachweis der Phenylbrenztraubensdure 
bei Oligophrenia phenylpyruvica 


Von 
Wolfram Keup 
Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Freien Universitét Berlin 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14, Oktober 1952) 


Der qualitative Nachweis der Phenylbrenztraubensiure (PBTS) im Harn 
bei Oligophrenia phenylpyruvica’ wird seit den Arbeiten von Félling!? mit FeCl, 
unter Bildung eines instabilen griinen Eisensalzes* vorgenommen. Die Reaktion 
ist nicht spezifisch, sie wird von ein- und mehrwertigen Phenolen und zahlreichen 
ihrer Derivate gegeben. Zur Identifizierung der PBTS hat Félling deshalb die 
Isolierung aus dem Atherextrakt unter Stickstoff und dic Schmelzpunktsbestim- 
mung benutzt. Das Verfahren ist umstindlich und setzt eine gewisse Mindest- 
menge an Harn voraus, die besonders bei intermittierender Ausscheidung und bei 
jungen Patienten oder hohem Grad von Schwachsinn oft nicht verfiigbar ist. Das- 
selbe gilt fiir die Isolierung der Substanz in Form ihres alkoholunléslichen Natrium- 
salzes nach Zugabe von Natriumalkoholat nach Jervis‘ in der Methode von Hem- 
merlé®. PBTS reduziert wie Kreatinin Pikrinsiure zu Pikraminsaure, deren 
Natriumsalz eine orangerote Farbung gibt. Jervis‘ benutzte diese Reaktion zum 
qualitativen Nachweis, nachdem das Kreatinin durch Adsorption an eine Fuller- 
erde aus dem Harn entfernt worden war. Auch der Nachweis der PBTS als 2.4- 
Dinitrophenylhydrazon ist von Jervis* benutzt worden. 

Um auch in kleinen Harnproben die PBTS qualitativ nachweisen 
zu kénnen, haben. wir das papierchromatographische Verfahren heran- 
gezogen. Folgendes Vorgehen hat sich bewahrt: 

Die Intensitaét der Eisenchloridreaktion im Reagensglas gibt bereits 
einen ungefahren Anhalt fiir die Starke der Reaktion. Aus einer Blut- 
zuckerpipette wird eine entspr. Menge (0,01—0,2 ccm) frischen nativen 
Harnes auf den Startpunkt des Chromatogrammes aufgetragen und 
nach sorgfaltigem Trocknen aufsteigend oder absteigend chromato- 
graphiert*®. Die geschlossene Kammer mit eingehangtem aber noch nicht 
eingetauchtem Streifen wird vorteilhafterweise mit Stickstoff durch- 
strémt, man lat einige Stunden stehen, um Sattigung der Atmosphire 
und des Streifens mit dem Lésungsmitteldampf zu erzielen und taucht 
das Streifenende ein. Bei qualitativen Versuchen mit hohen PBTS- 
Werten im Harn und rasch steigenden Lésungsmitteln ist die Stickstoff- 
atmosphare entbehrlich. Nach der Wanderung des Chromatogramms 
wird die Frontlinie markiert, im warmen Luftstrom rasch getrocknet 


1 A. Félling, diese Z. 227, 169 [1934]. 

2 A. Félling u. K. Closs, diese Z. 254, 115, 256 [1938]; K. Closs u. A. Fél- 
ling, diese Z. 254, 258 [1938]. 

3 Zur Konstitution vgl. R. F. Weinland, K. Binder u. W. Denzel, Ber. 
dtsch. chem. Ges. 45, 148, 1113 [1912]; 46, 874 [1913]. 

4G. A. Jervis, Arch. Neurol. Psychiatry 38, 944 [1937]. 

> R. Hemmerlé, Ann. Chimie 7, 226 [1917]. 

5 Uber einfache Apparaturen vgl. H. Hellmann, diese Z. 298, 95 [1951]; 
Z. ges. inn. Med. 6, 577 [1951]; A. W. Walter u. W. A. Winsten, Science [New 
York] 107, 605 [1944]; Th. Wieland u. U. Feld, Angew. Chem. 63, 468 [1951]; 
F.Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, Weinheim 1952. 
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und mit 0,2-n.FeCl, bespriiht. Am Ort der PBTS wird ein moosgriiner 
Fleck sichtbar, der bereits nach wenigen Minuten verschwindet. Hohere 
FeCl,-Konzentrationen geben eher schlechter sichtbare Flecken. Unter 
Temperaturkonstanz (20-+-0,5° C) wurden fiir PBTS die Ry-Werte der 
Tab. 1 gefunden. 


Tab. 1. Rr-Werte von PBTS (bezogen auf Schleicher & Schiill-Papier 2043b). 





Lésungsmittelgemisch | Rr 





n-Butanol-Eisessig-Wasser (4: 1:5) 0,90 
Benzol-Eisessig-Wasser (2:2:1) 0,87 
Chloroform-Eisessig-Wasser (2:2: 1) 0,81 
Eisessig-Wasser (1:1) 0,73 
Phenol, wassergesattigt 0,72 
Wasser, destilliert 0,70 
Toluol-Eisessig-Wasser (2:2:1) 0,67 
Benzin (Sdp. 59—63°)-Eisessig-Wasser (2:2:1) ©... 0,15 
Benzin (Sdp. 170—180°)-Eisessig-Wasser (2:2: pass 0,11 
Thymol, wassergesattigt 0,06 





Die Eisenchloridreaktion erfordert ein saures Milieu, es muBten 
daher entsprechende Lésungsmittelgemische gewahli werden. Die Steig- 
héhe der PBTS in n-Butanol-Eisessig-Wasser’ liegt an der oberen 
Grenze der Brauchbarkeit. Wegen Bildung von Butanol-Essigester ist 
das Lésungsmittel nur begrenzt haltbar. In Benzol-EKisessig-Wasser 
fanden sich besonders scharf begrenzte, gut sichtbare Flecke, die jedoch 
bei héherer PBTS-Konzentration bald langoval auseinanderlaufen. Sehr 
viel unabhangiger von der aufgetragenen Substanzmenge sind die Flecken 
in Chloroform-Eisessig-Wasser. Wegen der Lage des Ry-Wertes und, 
weil es in vereinigter Form leicht erreichbar ist (Chloroform pro narcosi; 
der geringe Alkoholzusatz kann auBer Betracht gelassen werden), scheint 
es empfehlenswert. Die gleichen Vorziige besitzt ein Gemisch von Eis- 
essig-Wasser zu gleichen Teilen, das in Papier relativ schnell steigt, 
so daB die Laufzeit auf 3—4 Stdn. abgekiirzt wird. Laufzeiten von etwa 
24 Stdn. erhalt man bei Benutzung von Phenol. Das im Handel erhilt- 
liche krist. Phenol haben wir jeweils vor dem Versuch tiber Zinkstaub 
im Vakuum nach Wieland® destilliert. Das Destillat wurde mit dem 
gleichen Volumen Wasser 1/, Stde. im Scheidetrichter geschiittelt. Der 
Wassergehalt der gesittigten phenolischen Phase kann mit Kochsalz 
nach Draper und Pollard?® kontrolliert werden. Phenol gibt mit Eisen- 
(III)-chlorid eine violette Farbung, die die Erkennung des griinen Flecks 
der PBTS jedoch nur wenig beeintrichtigt. Entsprechend der schlechten 
Léslichkeit von PBTS in Wasser eignet sich reines Wasser ebenfalls 
als Lésungsmittel, wobei sich der Ry-Wert als Gleichgewicht zwischen 
Wasserléslichkeit und Adsorption an der Cellulose des Papiers einstellt. 
Dieser Befund ist theoretisch interessant, weil hier der Vorgang der 


7 Nach S.M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 


8 Th. Wieland, Chem. Ber. 82, 468 [1949]. 
® O. J. Draper u. W. Pollard, Science [New York] 109, 448 [1944]. 
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zweiphasigen Verteilungschromatographie ausgeschaltet ist!°. In Toluol- 
Eisessig-Wasser erhielten wir regelmaéSig langovale Flecke schon bei 
niedrigen PBTS-Konzentrationen. Die Benzin-Fraktionen mit ver- 
schiedenen Siedepunkten unterschieden sich in bezug auf den Ry- 
Wert nur wenig. Die leichtfliichtigen Fraktionen stellen besondere An- 
forderungen an die Abdichtung der Apparatur und an die Temperatur- 
Konstanz; beim Markieren der Lésungsmittelfront muB8 sehr schnell 
gearbeitet werden. Thymol wurde geschmolzen und durch Schiitteln 
mit dem gleichen Volumen Wasser wassergesattigt. Bei Zugabe von 0,5 g 
NaCl zu 10 ccm der gesattigten Thymollésung unter kraftigem Um- 
schiitteln (nach dem Vorgehen von Draper und Pollard® bei Phenol) 
setzten sich nach 20 Min. 1,4 ecm einer festen Phase am Boden ab. Die 
Ry-Werte in diesem Lésungsmittel lagen sehr niedrig. Zwar gibt Thymol 
mit FeCl, keine Eigenfarbung wie Phenol, dafiir besitzt es andere Nach- 
teile: Bei Uberladung mit PBTS kam es bald zur Ausbildung von ,,tails“, 
u. U. sogar zur VergréBerung des Ry-Wertes, ohne daB tails ausgebildet 
waren. Die Laufzeit kann bis zu 48 Stdn. betragen, so daB die Griin- 
firbung durch unvermeidliche Zersetzung der PBTS schlieBlich schwach 
sichtbar wird. 

Die Ry-Werte der Tab. 1 wurden mit PBTS erhalten, die nach dem 
Verfahren von Félling aus dem Harn eines Kindes mit Oligophrenia 
phenylpyruvica isoliert worden war *. Sie wurden mit PBTS kontrolliert, 
die nach Erlenmeyer" und nach Pléch1” synthetisiert worden war. 

PBTS zersetzt sich bei normaler Temperatur unter Zutritt von 
Luftsauerstoff rasch. Trotz Aufbewahrung im Eisschrank wird sie in 
waBriger Lésung innerhalb weniger Tage zerstért. Nach Auftragen auf 
das zum Chromatogramm benutzte Papier in trockenem Zustand ist sie 
auch an der Luft einige Wochen haltbar. Bewahrt man das Papier in 
Stickstoff auf, so ist sie monatelang haltbar; in Leuchtgas wird sie etwas 
schneller zerstért. 

Entsalzung des Harnes ist in der Regel, besonders bei den Lésungs- 
mitteln mit hohem Ry, nicht notwendig. Die Depression der Ry-Werte 
ist nur sehr gering. Entsalzung im Apparat von Gordon" vertragt die 
PBTS schlecht. Die Salzkonzentration kann dann stérend werden, 
wenn bei niedrigem PBTS-Gehalt das Auftragen von iiber 0,2 com Harn 
auf einen Startpunkt unter immer erneutem Eintrocknen nétig ist. 
Unter Umstiinden ist dann die Untersuchung des Harn-Atherextraktes 
zu empfehlen. 


___* Fiir die Uberlassung des Falles méchte ich Herrn Professor Schénfeld, 
Stidt. Kinderkrankenhaus Berlin-Charlottenburg, herzlich danken. 

10 Vgl. dazu E. A. H. Roberts u. D. J. Wood, Biochem. J. 49, XX XIII, 
414 [1951]; L.C. Craig, Analyt. Chem. 22, 1346 [1950]; P. Decker u. W. Rif- 
fart, Chemiker-Ztg. 74, 261, 273 [1950]. 

1 KE. Erlenmeyer, jr., Liebigs Ann. Chem. 275, 3 [1893]; 271, 165 [1892]. 

2 J. Pléchl, Ber. dtsch. chem. Ges. 16, 2815 [1883]. 

18 R. Consden, A.H. Gordon u. A.J. P. Martin, Biochem. J. 41, 590 
[1947]; A.H. Gordon, Angew. Chem. 61, 367 [1949]. 





2926 Wolfram Keup, Bd. 291 (1952) 


Tauschungsméglichkeiten sind gegeben durch die Ausscheidung 
von Bilirubin im Harn, das durch Eisenchlorid zum griinen Biliverdin 
oxydiert wird. Die auftretende Farbung ist gelbgriin und damit von 
der moosgriinen Farbreaktion der PBTS zu unterscheiden; sie tritt nur 
langsam auf und ist bestiandig im Gegensatz zu der der PBTS. Milchsaure 
gibt einen hellgelb-griinen, schwer erkennbaren, bleibenden Fleck, der 
erst bei Phenol als Lésungsmittel in violettem Feld deutlich wird". 
Melanogen bei Melanosarkom gibt mit FeCl, eine schwarzgriine bis 
schwarze Farbung (Reaktion nach v. Jaksch). Paraoxyphenylbrenz- 
traubenséure, z. B. bei der Tyrosinosis’® und die Homogentisinsiure 
(Alkaptonurie) geben mit FeCl, eine lindgriine Fiarbung, die von der 
PBTS im Farbton deutlich abweicht und iiberdies im Papier schon nach 
etwa 20 Sek. verschwindet, im Glas nach 60—120 Sekunden. AuBer den 
Farbabweichungen schiitzen die Ry-Werte vor Verwechslungen. So be- 
sitzt die p-Oxy-PBTS in Eisessig-Wasser den R,-Wert 0,63.' 

Die Reduktion von Pikrinsaure ist als quantitatives Verfahren von Jervis‘ 
versucht, aber wegen ihrer Unspezifitét wieder verworfen worden. Jervis hat 
PBTS durch Kochen mit Natriumbichromat in Benzoesaure iiberfiihrt, diese mit 
Chloroform extrahiert und, in Anlehnung an die Modifikation der Hippursiure- 
bestimmung von Folin und Flanders’ durch Kingsbury und Swanson”, 
mit Natriumathylat titriert. Die Hippursiure selbst wurde vorher ausgefiallt. 

Die quantitative Bestimmungsmethode von Chandler und Lewis! durch 
Semicarbazonbildung der PBTS ist zwar zur Untersuchung reiner Substanz taug- 
lich, nicht aber zur Bestimmung im Harn‘. Neuerdings benutzt Jervis!® das 
Hydrazonverfahren von Friedman und Haugen*®. Penrose und Quastel?! 
haben ein quantitatives Verfahren mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin angegeben. 

Die Bildung der griinen Farbverbindung mit FeCl, in vitro ist wegen ihrer 
Unbestandigkeit zum quantitativ-colorimetrischen Nachweis wenig geeignet. Erst 
nach Atherextraktion, Vertreiben des Athers im Stickstoffstrom und Aufnahme 
des Riickstandes in einem sauren Puffergemisch gelingt die photoelektrische 
Colorimetrie der Griinfarbung, wie Berry und Woolf? kiirzlich gezeigt haben. 
Gemessen wird das Farbmaximum. Wir haben jedoch beobachtet, daB die Ather- 
extraktion besonders in solchen Harnen, die nach dem Schiitteln sehr langsame 
Phasentrennung zeigen, im Schiitteltrichter oft bereits zu einem Verlust an PBTS 
fiihren kann. 


Eingewogene Mengen isolierter wie synthetischer PBTS in Wasser 
wie in Harn kénnen mit dem hier beschriebenen papierchromatographi- 
schen Verfahren bis herab zu 1 y erfaft werden. 0,5 y sind nicht erkenn- 
bar, 1 y eben sichtbar und 2 y deutlich zu sehen. Halt man im Versuch 
die Harnverdiinnung so, daB der Grenzwert von 1 y im Papier erreicht 


14 Vgl. Reaktion nach Uffelmann, Dtsch. Arch. klin. Med. 26, 441 [1880]. 

1 Vgl. K. Felix, G. Leonhardiu. |. v. Glasenapp, diese Z. 287, 141 [1951]. 

16 Q. Folin u. F. Flanders, J. biol. Chemistry 11, 257 [1912]. 

 F. Kingsbury u. W. Swanson, J. biol. Chemistry 48, 13 [1921]. 

18 J. P. Chandler u. H. B. Lewis, J. biol. Chemistry 96, 619 [1932]. 

19 G. A. Jervis, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 75, 83 [1950]; E. Borek, 
A. Brecher, G. A. Jervis u. H. Waelsch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 75, 86 
[1950]. 

20 T. E. Friedman u. G. E. Haugen, J. biol. Chemistry 147, 415 [1943]. 

21 L. Penrose u. J. H. Quastel, Biochem. J. 31, 266 [1937]. 

22 J.P. Berry u. L. J. Woolf, Nature [London] 169, 202 [1952]. 
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wird, so ist eine quantitative Schaétzung mdglich. Wir gehen dazu 
folgendermaBen vor: 

Von 12 Reagensglasern gibt man im Vorversuch in Réhrchen 1 0,5 ccm Harn, 
in Rohrchen 2—12 je 0,5 com aqua dest., darauf in Réhrchen 2 auBerdem 1 ccm 
Harn, mischt gut durch und pipettiert 1 cem der Mischung in Rohrchen 3, usw. 
bis 12. In jedes Rohrchen der Verdiinnungsreihe gibt man 1 Tropfen einer 0,2-n. 
FeCl,-Lésung und beobachtet, in welchem Rohrchen eben noch eine Griinfarbung 
zu erkennen ist; es entspricht etwa einer 3 mg-proz. PBTS-Lésung. Aus der Ver- 
diinnung dieses Réhrchens errechnet, stellt man sich eine etwa 5 mg-proz. PBTS- 
Lésung her. Auf den Startplitzen 1—8 eines quadratischen Filterpapierbogens 
(Schleicher & Schiill 2043b) werden 0,01, 0,02 usw. bis 0,08 ccm dieser Harnver- 
diinnung mit der Blutzuckerpipette aufgetragen, so daB der Startfleck einen Durch- 
messer von 1 cm nicht iiberschreitet. Dabei ist es notwendig, die einzelnen auf- 
getragenen Teilmengen mit dem,Fén einzutrocknen. Das Papier wird zum Zy- 
linder gerollt und aufsteigend chromatographiert. Vor dem Eintauchen muB das 
Papier einige Stunden zur Dampfsattigung in der Stickstoffatmosphire hangen 
(nur zur gleichzeitigen Ermittlung des Rr). Die PBTS-Konzentration im Harn 
kann aus der benutzten Harnverdiinnung und der aufgetragenen Menge auf dem 
Startplatz errechnet werden, auf dem eben noch ein griiner Fleck erkennbar war 
(entspr. etwa 1 y). 

Als Lésungsmittel fiir quantitative Versuche hat sich uns besonders 
Eisessig-Wasser mit seiner kurzen Laufzeit von 3—4 Stdn. bewahrt. 
Phenol ist wegen seiner Eigenfarbung ungeeignet. Wenig geeignet sind 
die Lésungsmittel, die einen niedrigen Ry-Wert ergeben, weil sich dann 
die Reaktion im salzreichen Bereich des Startpunktes abspielt. 

Der Vergleich mit der FeCl,-Reaktion im Reagensglas ergab die 
etwa dreifache Empfindlichkeit im Papier. Durch Auftragen und Ein- 
trocknen gréBerer Mengen Harn auf dem Startpunkt kann die Emp- 
findlichkeit noch gesteigert werden ; es kann dann jedoch zur Depression 
des Ry durch hohen Salzgehalt kommen. Auch die qualitative Unter- 
suchung im Atherextrakt steigert die Empfindlichkeit. 

Der Vorteil des beschriebenen Verfahrens scheint uns in folgendem 
zu liegen: 

. Der Harn kann ohne Extraktion usw. untersucht werden. 

2. Auf diese Weise wird die Vorbereitungszeit so abgekiirzt, daB ein 
sonst schwer zu vermeidender Verlust an Substanz nahezu aus- 
geschaltet wird (die Harne werden oft in wenigen Stunden negativ!). 

3. Der qualitative Nachweis der PBTS durch ihren Ry wird im 
gleichen Versuchsansatz gefiihrt. 

. Andere verwandte Substanzen, die mit Eisen(III)-chlorid Griin- 
farbung geben, kénnen daneben an ihren Ry-Werten erkannt 

_werden. Die an sich unspezifische Reaktion wird damit naher be- 

stimmt. 

5. Diese Substanzen stéren die Reaktion der PBTS nicht, da sie 
raumlich im Papier von ihr getrennt werden. 

i. Die Reaktion im Papier ist an Empfindlichkeit der im Reagens- 
glas iiberlegen. 

. Es wird notfalls weniger als 1 com Harn bendtigt. 


Frl. Ruth Jente danke ich an dieser Stelle fiir ihre unermiidliche Mitarbeit. 
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Zusammenfassung 


Zum Nachweis der PBTS im Harn bei Féllingscher Krankheit 
wird ein papierchromatographisches Verfahren geschildert. Nachweis- 
bare Mindestmenge 1—2y. Die zugehérigen Ry-Werte werden an- 
gegeben und Fehlerméglichkeiten besprochen. Die Anwendung des Ver. 
fahrens zur quantitativen Schatzung wird beschrieben. 


Uber Clupein 
XI. Mitteilung 


Von 


K. Felix, H. M. Rauen und G. H. Zimmer 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. Main 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegancen am 18. Oktober 1952) 


Zur weiteren Aufklirung der Reihenfolge der Aminoséuren in den 
Peptidketten des Clupeins haben wir unsere friitheren Versuche! der 
partiellen Hydrolyse wieder aufgenommen und zunichst gepriift, ob 
sich die damaligen Resultate reproduzieren lassen. Wir verwandten dazu 
ein Préparat von Clupeinmethylester-hydrochlorid, das nach einem noch 
zu beschreibenden, schonenden Verfahren? dargestellt worden war; es 
enthielt 23,92% Stickstoff, wovon 90°, auf Arginin kamen. 50 g des- 
selben (= 11,96 g N) wurden mit n-Salzsiure soweit (8 Stdn.) hydro- 
lysiert, daB die Biuretreaktion noch posit:v war. 92,7% des Gesamt- 
stickstoffs des Hydrolysats fielen mit Phosphorwolframsiure aus. Das 
Filtrat des Phosphorwolframats (6,4°;, des Gesamtstickstoffs) enthielt 
nur Monoaminoséuren und auch Peptide derselben, da der freie Amino- 
stickstoff durch Hydrolyse anstieg. Papierchromatographisch lieBen 
sich Isoleucin, Prolin und Alanin nachweisen, ferner noch zwei bis drei 
andere Flecke, die keinen freien Aminosiiuren zugeordnet werden konnten 
und wahrscheinlich Monoaminosiurepeptiden angehdorten. 

Nach Entfernung der Phosphorwolframsiure gab die ,,Basenfrak- 
tion“ die Biuretreaktion. Sie enthielt das gesamte Arginin, meist in 
Peptiden gebunden. Durch heiBen 90-proz. Alkohol lieB sich ein Teil 
extrahieren und der unlésliche Riickstand (35° des Gesamt-N) in ein 
kristallisiertes Pikrolonat iiberfiihren. Der freie Aminostickstoff dieses 
Peptid-pikrolonates betrug 6,4°% des Gesamtstickstoffs und stieg nach 
der Hydrolyse auf 26%. Praktisch der ganze Stickstoff dieses Peptid- 
hydrolysates (98,8°%) konnte als Arginin identifiziert werden, d.h. das 
Peptid bestand nur aus Arginin. Nach dem freien Aminostickstoff vor 
1 K. Felix, R. Hirohata u. K. Dirr, diese Z. £18, 269 [1933]. 
2? H.M. Rauen, W. Stamm u. K. Felix, diese Z., im Druck. 
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und nach der Hydrolyse sowie dem Pikrolonsiéuregehalt des Pikrolo- 
nates mu es ein Triarginyl-arginin gewesen sein, womit der friihere 
Befund bestatigt ist, daB die Kombination von vier Argininresten neben- 
einander mehrmals in den Peptidketten des Clupeins vorkommt. 

Die alkoholische Loésung wurde zur Trockene eingeengt und der 
Riickstand, der ebenfalls noch die Biuretreaktion gab, mit heiBem absol. 
Alkohol extrahiert, wobei ein Teil nicht in Lésung ging. Der Extrakt 
wurde wieder eingeengt und von neuem extrahiert. Der zweite unlés- 
liche Riickstand wurde mit dem ersten vereinigt. 

Die in absol. Alkohol lésliche Fraktion enthielt 2,5°% des gesamten 
Clupeinstickstoffs und konnte wieder in ein Pikrolonat ibergefiihrt 
werden. Sein freier Aminostickstoff betrug vor der Hydrolyse 11,6 und 
danach 33,5% vom Hydrolysatstickstoff. Aus diesem Hydrolysat 
wurden 89% des Stickstoffs in Form von Argininflavianat isoliert. Das 
Filtrat des Flavianates enthielt papierchromatographisch nur Alanin. 
Eine zweite Probe des Peptidpikrolonates wurde von der Pikrolonsiure 
befreit, in das Dinitrophenylderivat nach Sanger iibergefiihrt und aus 
seinem Hydrolysat N-2.4-Dinitrophenyl-alanin isoliert. So ergibt sich, 
dafB das in absol. Alkohol lésliche Peptid Alanyl-arginylarginin ist. 

Die in absol. Alkohol unldslichen, in 90-proz. Alkohol aber léslichen 
Riickstainde wurden vereinigt und wieder mit 90-proz. Alkohol extrahiert, 
wobei nur ein kleiner Riickstand blieb. In Lésung gingen 24,9°%% des 
Clupeinstickstoffs. -Aus der waGrigen Lésung dieses Anteils wurde iiber 
die Flavianate Arginyl-arginindipikrolonat und Arginin isoliert. 

Der Riickstand, der bei der zweiten Extraktion verblieben war, 
gab eine deutliche Biuretreaktion und enthielt 6,7°/ des Clupeinstick- 
stoffs. Auch hier konnte wieder ein arginin-haltiges Peptid als kristalli- 
siertes Pikrolonat isoliert werden. Sein freier Aminostickstoff betrug 
vor der Hydrolyse 11,08% vom Gesamtstickstoff und danach 33,9%. 
90,5°% des Peptidstickstoffs waren als Arginin vorhanden, der Rest als 
Serin. Aus dem Dinitrophenylderivat des Peptids wurde nach der Hydro- 
lyse V-2.4-Dinitrophenyl-serin isoliert. Somit lag hier ein Seryl- arginyl- 
arginin vor. 

Diese neuen Resultate lassen sich noch mit Hilfe der Formel er- 
kliren, die seiner Zeit aufgestellt wurde. Nach ihr sollen die Peptid- 
ketten des Clupeins mit einem Prolinrest beginnen, dann jeweils vier 
Arginin mit zwei Monoaminosiuren abwechseln und am Carboxylende 
soll Arginyl-arginin stehen: 


Prol-[Arg-Arg-Arg-Arg MM ],-Arg-Arg. 


Wir haben sie aus Untersuchungen an einer Fraktion des Clupeinmethyl- 
esterhydrochlorids entwickelt, die wir damals fiir einheitlich hielten, 
nach den neuesten Versuchen iiber das Verhalten des Clupeins bei der 
Gegenstromverteilung aber ein Gemisch aus mehreren Komponenten ist?. 
Diese Komponenten miissen sehr ahnlich zusammengesetzt sein und 
alle am Aminoende Prolin tragen. Bei der ersten Bestimmung der End- 
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aminosiuren fanden wir neben Prolin noch eine kleine Menge Serin*. 
Inzwischen haben wir die Bestimmung mehrmals an auf zwei verschie- 
dene Arten dargestelltem Clupein wiederholt und nur Prolin gefunden. 
Wahrscheinlich ist jenes Priparat bei der Darstellung etwas gespalten 
worden. In allen mu8 das Tetrapeptid aus Arginin hiufig vorkommen; 
denn es fiel, wie die folgende Ubersicht demonstriert, in relativ hoher 
Ausbeute an. Ob alle mit Arginin bzw. Arginyl-arginin enden, laBt sich 
noch nicht sagen. 
% des Clupein-N 

Arg-arg-arg-arg 

Ala-arg-arg 

Ser-arg-arg 

Arg-arg + Arg 

Monoaminosaurenfraktion. . . . 


Auch von der Fraktion, in der Arginyl-arginin und freies Arginin 
enthalten waren, war die Ausbeute noch recht gut, was bei dem hohen 
Gehalt an Arginin nicht unerwartet war. DaB aber von Peptiden aus 
Arginin und Monoaminoséuren so wenige isoliert werden, liegt daran, 
daB sie wegen des einheitlich stark basischen Charakters schwer von- 
einander zu trennen sind. 

Von dem mit dem Clupein eingesetzten 11,96 g Stickstoff wurden 


in den Fraktionen nur */, wieder gefunden, der Rest ging bei den Reini- 
gungsversuchen verloren. 


Beschreibung der Versuche 


Partialhydrolyse des Clupeins: 50g Clupeinmethylester-hydro- 
chlorid mit 11,96 g Gesamtstickstoff und 90,01% Argininstickstoff vom Gesamt- 
stickstoff wurden mit 500 cm* n-Salzsiure unter RiickfluB 8 Stdn. gekocht, wonach 
die Biuretreaktion deutlich positiv war, und nach Abkiihlen mit n-Salzsaiure auf 
2035 cm® aufgefiillt. Nach Zusatz von 30-proz. Phosphorwolframsaure im Uber- 
schuB (insgesamt 340 g) wurde der Niederschlag nach 24-stdg. Aufbewahren im 
Eisraum abgesaugt, in der Reibschale dreimal mit 2,5-proz. Phosphorwolfram- 
siure zerrieben und schlieBlich scharf abgesaugt. 

Mutterlauge und Waschwasser wurden vereinigt, die iiberschiissige 
Phosphorwolframséure mit Bariumhydroxyd und die iiberschiissigen Bariumionen 
durch Einleiten von Kohlendioxyd entfernt und im Vakuum eingeengt. Papier- 
chromatographisch wurden als freie Aminosiuren Isoleucin, Prolin und Alanin 
gefunden. AuBerdem waren noch 2—3 andere, mit Ninhydrin anfarbbare Posi- 
tionen sichtbar, die keinen freien Aminosiuren zugehéren, sondern wahrscheinlich 
Monoaminosaurepeptiden. In der gesamten, mit Phosphorwolframsiaure nicht 
fallbaren Fraktion befanden sich 0,764 g Gesamt-N, von denen 0,355 g, d. h. 46,4%, 
formoltitrierbar waren. 

Die Phosphorwolframsaurefallung wurde in verd. Salzsdure suspendiert, 
mit insgesamt 6 1 Amylalkohol-Ather 1:1 extrahiert, die salzsaure waBrige Lésung 
im Vakuum eingeengt, mit NaOH neutralisiert und im Vakuum zur Trockene 


3 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. H.M. Rauen, diese Z. 286, 67 
[1950]. 
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gebracht. Diese Fraktion der Basenanteile des Clupeins enthielt 11,08 g Gesamt-N, 
d.h. 92,7% des vorgelegten Clupeinstickstoffs. 

Fraktionierung der Basenanteile: Das Trockenprodukt wurde mit 
500 cm® heiBem 90-proz. Athanol extrahiert und vom Ungeldsten abgesaugt. Der 
Riickstand enthielt 4,2 g Gesamtstickstoff, d. h. 37,9% des Gesamtstickstoffs der 
Basenanteile. Von diesem waren 20,8% formoltitrierbar. Die waBrige Lésung rea- 
gierte schwach sauer und gab eine deutliche Biuretreaktion. 

Zur waBrigen Lésung dieser Fraktion wurde Pikrolonsiure im Uberschu8 
zugesetzt und nach 24-stdg. Aufbewahren im Hisraum, Absaugen und Trocknen 
im Exsiccator, 6,7 g Pikrolonat gewonnen. Es konnte viermal aus heiBem, reinem 
Athanol umkristallisiert werden, jedoch zersetzte sich ein Teil des Kristallisates 
beim fiinften Umkristallisierungsversuch und es verblieben 1,3 g eines schwarzen 
Riickstandes auf dem Filter. 1,8 g eines in biischelférmig angeordneten Nadeln 
kristallisierenden Pikrolonates konnten noch gewonnen werden. Es ist in heiBem 
Wasser sehr schwer léslich, ziemlith leicht dagegen in heiSem verd. Athanol. Es 
zersetzt sich unter Schwarzfarbung bei 230°C (unkorr.). 

Analyse des Pikrolonates: 1,0 g wurden mit Salzsiure und Ather zerlegt. 
Die waBrige Lésung gab eine starke Biuretreaktion. 6,4°, vom Gesamtstickstoff 
dieser Lésung waren formoltitrierbar. Nach 24-stdg. Hydrolyse eines Anteils mit 
20-proz. Salzsiure unter RiickfluB waren 26% des Gesamtstickstoffs formoltitrier- 
bar und 98,8% vom Gesamtstickstoff lagen als Argininstickstoff vor. Letzterer 
wurde als Argininflavianat bestimmt, das Filtrat von diesem wurde von der iiber- 
schiissigen Flaviansdure befreit. Es war stickstoffrei. 

Bestimmung der Pikrolonsaure!: 127,44 mg Pikrolonat wurden unter 
Zusatz von 1 cm® verd. Salzséiure in 20 cm* heiBem Wasser gelést und 15 cm® 
einer 0,3-proz. salzsauren Lésung von Acridin zugesetzt. Das voluminés ausfallende 
Acridinpikrolonat wurde nach 24-stdg. Aufbewahren im Eisraum abgesaugt, mit 
40 cm’ eiskaltem Wasser gewaschen, bei 130° C getrocknet und gewogen. 130,98 mg 
Acridinpikrolonat entspr. 62,7% Pikrolonsiure. Fiir Triarginyl-arginin-tetra- 
pikrolonat ber. 63,62% Pikrolonsaure. 

Weiterverarbeitung des alkoholischen Extraktes der Basenan- 
teile: Nach vélligem Verdampfen des Alkohols im Vakuum wurde der Riickstand 
mit 500 cm® absol. Athanol ausgekocht. Die noch heiB filtrierte Lésung wurde 
wieder im Vakuum zur Trockene eingeengt und der Riickstand noch einmal mit 
200 cm® absol. Athanol extrahiert. Die hierbei verbliebenen Riickstande wurden 
vereinigt und, wie spater beschrieben, weiter verarbeitet. 

Der Extrakt mit absol. Athanol ergab nach Vertreiben des Lésungsmittels 
im Vakuum 2,1 g Riickstand. Eine kleine Menge wurde mit 6-n.Salzsiure 24 Stdn. 
hydrolysiert. Im Trockenriickstand befanden sich nach papierchromatographischer 
Priifung nur Arginin und Alanin. 

Der Gesamtstickstoff dieser Fraktion betrug 2,85% des Gesamtstickstoffs 
der Basenanteile. Von ihm waren 19,94% formoltitrierbar. Die waBrige Lésung 
dieser Fraktion wurde neutralisiert, mit waBriger Pikrolonsiure im Uberschu8 
versetzt und tiber Nacht im Eisraum aufbewahrt. Nach viermaligem Umkristalli- 
sieren aus 50-proz. reinem Athanol wurden 0,93 g eines in mikroskopisch kleinen 
Nadelbiindeln kristallisierenden Pikrolonates von Schmp. 168 —170°C (unkorr.) 
erhalten, 

Analyse des Pikrolonates: 800 mg Pikrolonat wurden in Wasser suspen- 
diert und mit Salzséure-Ather zerlegt. 11,6°% vom Gesamtstickstoff dieser Lésung 
waren formoltitrierbar. Ein Teil dieser Lésung wurde 6-n.salzsauer gemacht und 
24 Stdn. unter Riickflu8 hydrolysiert. Nunmehr waren 33,5°% vom Gesamtstickstoff 
formoltitrierbar. 89% vom Gesamtstickstoff wurden als Argininstickstoff durch 
Fallen des Arginins mit Flavianséure bestimmt. 


4 H. Schiedewitz, diese Z. 214, 177 [1933]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 291 — 
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Aus dem Filtrat des Argininflavianates wurde die iiberschiissige Flaviansaure 
entfernt und nach Verdampfen des Wassers im Vakuum im Riickstand papier- 
chromatographisch nur Alanin festgestellt. 

Bestimmung der Pikrolonsaure: 51,13 mg Pikrolonat ergaben 48,36 mg 
Acridinpikrolonat, d.h. 56,39, Pikrolonsiure. Fiir Alanyl-arginyl-arginin-dipi- 
krolonat ber. 56,8%. 

Darstellung des N-2.4-Dinitrophenylderivates von Alanyl-arginy]- 
arginin: Ein Anteil der Lésung des Peptides nach der Zersetzung seines Pikro- 
lonates wurde im Vakuum zur Trockene gebracht, wieder mit Wasser aufgenommen 
und Fluor-2.4-dinitrobenzol in wenig Athanol geliést, zusammen mit der berech- 
neten Menge Natriumbicarbonat zugegeben, kriftig geschiittelt und 2 Tage bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach mehrstiindigem Aufbewahren im Eis- 
raum wurde von dem ausgeschiedenen unverbrauchten Fluordinitrobenzol ab- 
filtriert und das Filtrat im Vakuum zur Trockene gebracht. Nach 24-stdg. Hydro- 
lyse mit 6-n.Salzsaure und Entfernen des Siureiiberschusses im Vakuum konnte 
papierchromatographisch Arginin und N-2.4-Dinitrophenyl-alanin nachgewiesen 
werden. 

Weiterverarbeitung des in absol. Athanol unléslichen Anteiles: 
Der von der Extraktion mit absol. Athanol verbliebene Riickstand wurde nun 
mehrmals mit 90-proz. Athanol extrahiert und von einer geringen Menge Unge- 
léstem filtriert. Dieser ungeléste Anteil wurde, wie weiter unten beschrieben, weiter 
verarbeitet. Die in 90-proz. Athanol lésliche Fraktion gab eine deutliche Biuret- 
reaktion. Sie wurde im Vakuum zur Trockene gebracht. Diese Fraktion ent- 
hielt 2,975 g-Gesamtstickstoff. d. h. 26,9% des Gesamtstickstoffs der Basenanteile, 
24,2% davon waren formoltitrierbar. 

Die waBrige Lésung dieser Fraktion wurde bei deutlich lackmussaurer, aber 
nicht kongosaurer Reaktion mit Flaviansiure im Uberschu8 versetzt. Vom sofort 
ausgefallenen schmierigen Flavianat wurde sogleich dekantiert. Aus dem Dekantat 
kristallisierten daraufhin 2 g eines zweiten Flavianates aus. Nach Absaugen kamen 
aus der Mutterlauge bei langerem Stehenlassen weitere 0,24 g eines dritten Flavia- 
nates. ; 

Das schmierige Flavianat wurde in viel heifem Wasser gelost, mit Barium- 
hydroxyd versetzt und das Bariumflavianat sowie der Uberschu8 an Bariumionen 
mit Schwefelsaure entfernt. Die verbliebenen 0,63 g Gesamtstickstoff betragen 
21,2% des Gesamtstickstoffs des in 90-proz. Athanol léslichen Anteils. Die waBrige 
Lésung wurde mit Pikrolonséure im UberschuB versetzt, iiber Nacht im Eisraum 
aufbewahrt, das isolierte Pikrolonat mehrmals aus 30-proz. Athanol umkristallisiert 
und 0,675 g Pikrolonat erhalten. Die sehr kleinen Kristalldrusen zersetzten sich 
bei 282—283°C (unkorr.). Fir Arginyl-arginin-dipikrolonat wurde ein 
Schmp. von 285°C angegeben®, 

Analyse des Pikrolonates: Das Pikrolonat wurde wie -iiblich mit Salz- 
sdure zerlegt und die freie Pikrolonsiure ausgedithert. Vom Gesamtstickstoff der 
waBrigen Lésung waren 13,03% formoltitrierbar. Ein Anteil wurde im Vakuum 
zur Trockene gebracht, mit 6-n.Salzsiure 24 Stdn. hydrolysiert, die iiberschiissige 
Salzsiure im Vakuum entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Vom 
Gesamtstickstoff dieses Hydrolysates waren nunmehr 25,8% formoltitrierbar. 
99,51% lagen als Argininstickstoff vor. Das Filtrat vom Argininflavianat war nach 
Entfernen der iiberschiissigen Flavianséure stickstoffrei. 

Das zweite kristallisierte Flavianat wurde mehrmals aus heifem 
Wasser umkristallisiert, worauf es bei 224°C (unkorr.) schmolz. Fir Arginy]- 
arginin-diflavianat wurde ein Schmp. von 225°C angegeben®. Ausb. 0,78 g. 

Das Flavianat wurde mit Bariumhydroxyd zersetzt, Bariumflavianat und 
der UberschuB an Bariumionen mit Schwefelsaure entfernt. 12,489, des Gesamt- 


5 K. Felix u. H. Schuberth, diese Z. 278, 97 [1942]. 
6 A. Kossel u. R. FE. GroB, diese Z. 185, 167 [1924]. 
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stickstoffs dieser Lésung waren formoltitrierbar. Nach Hydrolyse eines Teiles 
waren 25,5% des Gesamtstickstoffs formoltitrierbar und 99.8% konnten als Arginin- 
stickstoff identifiziert werden. 

Nach diesen Analysen waren die Basenanteile sowohl des ersten schmierigen 
als auch des zweiten kristallisierten Flavianates Arginyl-arginin. 

Das dritte, kristallisiert erhaltene Flavianat schmolz nach Umkristallisieren 
bei 256°C (unkorr.). Fiir Argininflavianat wurde ein Schmp. von 258°C an- 
gegeben®, Ausb. 0,24 g. Sie wurde in heiBem Wasser aufgenommen, mit Barium- 
hydroxyd zerlegt, Bariumflavianat und die iiberschiissigen Bariumionen mit 
Schwefelsiure entfernt. 25,6°% des Gesamtstickstoffs waren formoltitrierbar und 
99,7°,, wurden als Argininstickstoff wiedergefunden. 

Weiterverarbeitung des in 90-proz. Athanol unléslichen Anteiles: 
Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, und diese Lésung gab eine deut- 
liche Biuretreaktion. Sie enthielt 0,866 g Gesamtstickstoff, d. h. 7,24°%% des Gesamt- 
stickstoffs der Basenanteile, 21,1°, des Gesamtstickstoffs waren formoltitrierbar, 

Nach Zusatz von waBriger Pikrolonsaurelésung im Uberschu8 und Aufbe- 
wahrei im Eisraum tiber Nacht wurde ein Pikrolonat gewonnen und aus 30-proz. 
Athanol fiinfmal umkristallisiert. Schmp. 220°C (unkorr.). Ausb. 1,0 g. 

Nach Zerlegen des Pikrolonates mit Salzsiure und Ather waren in der waB- 
rigen Losung 738 mg Gesamtstickstoff, davon 11,08% formoltitrierbar. Ein Teil 
dieser Lésung wurde im Vakuum zur Trockene gebracht, mit 6-n.Salzsiure 24 Stdn. 
unter RiickfluB hydrolysiert, die iiberschiissige Siure im Vakuum verdampft 
Nunmehr waren 33,9% des Gesamtstickstoffs formoltitrierbar und 90,5°% lagen 
als Argininstickstoff vor. Wahrend im Hydrolysat papierchromatographisch Ar- 
ginin und Serin gefunden wurden, enthielt das Filtrat des Argininflavianates nach 
Entfernen der iiberschiissigen Flaviansiure nur noch Serin. 

Bestimmung der Pikrolonsaure im Pikrolonat: 59,1 mg Pikrolonat 
ergaben 54,7 mg Acridinpikrolonat. Diese entsprechen 55,2°% Pikrolonsaure. Fiir 
Seryl-arginyl-dipikrolonat berechneten wir 55,86%. 

Darstellung des N-2.4-Dinitrophenylderivates: Ein Teil der Lésung 
des Peptides wurde mit Natronlauge neutralisiert und im Vakuum zur Trockene 
gebracht. Nach Aufnahme des Riickstandes in Wasser wurde die berechnete Menge 
1-Fluor-2.4-dinitrobenzol und Natriumbicarbonat zugesetzt und 2 Tage bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Nach Abfiltrieren wurde im Vakuum zur Trockene 
eingeengt und 24 Stdn. mit 6-n.Salzsiure unter RiickfluB hydrolysiert. Nach Ver- 
dampfen der Saure lieBen sich papierchromatographisch 2.4-Dinitrophenyl]- 
serin und freies Arginin nachweisen. 

Die in 90-proz. Athanol unldsliche Fraktion enthielt also das Tripeptid Seryl- 
arginyl-arginin. 

Isolierung von Arginyl-arginin-diflavianat: 25g Clupeinmethyl- 
ester-hydrochlorid wurden in 500 cm 2-n.Salzsiure gelést und 4 Wochen bei 
37°C aufbewahrt. Nach Abstumpfen mit Natronlauge bis zur lackmussauren, 
aber nicht mehr kongosauren Reaktion fiel auf Zusatz waBriger Flaviansiure im 
UberschuB sofort ein dliges Flavianat aus, das sich rasch absetzte. Nach etwa 
2 Stdn. wurde die entstandene Fliissigkeit dekantiert, aus der spater nicht ver- 
brauchte Flavianséure auskristallisierte. 

Das élige Flavianat wurde in 500 cm® hei&em Wasser aufgenommen, wobei 
sich nur ein Teil léste und beim Erkalten wieder ausfiel. Nach dem AbgieBen des 
Waschwassers erstarrte das 01 nach der Behandlung mit Methanol in der Warme. 
Nach Absaugen und Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd zeigte das 
Flavianat einen Schmp. von 224—225°C (unkorr.). Felix und Schuberth® 
fanden fiir Arginyl-arginin-diflavianat 225°C. Nach Zersetzen des Flavia- 
nates mit Bariumhydroxyd wurde ein Teil des freigewordenen Peptides mit Salz- 
siure wie iiblich hydrolysiert und die Saure im Vakuum verdampft. Im Riickstand 
konnte papierchromatographisch nur Arginin nachgewiesen werden. 

17* 





Bestimmung des Oxyprolins in EiweiShydrolysaten Bd. 291 (1952) 


Zusammenfassung 
Aus Partialhydrolysaten des Clupeins wurde das Tetrapeptid 
Triarginyl-arginin, die Tripeptide Alanyl-arginyl-arginin, 
Seryl-arginyl-arginin sowie das Dipeptid Arginyl-arginin 
gewonnen. In der Monoaminosiurenfraktion befand sich noch peptid- 
gebundener Stickstoff. Diese Ergebnisse stimmen mit der frither auf- 
gestellten Formel der Clupeinmolekel iiberein. 


Zur quantitativen Bestimmung des Oxyprolins in EiweiBhydrolysaten 
Von 
Dieter Miiting 
Aus dem Forschungsinstitut fiir Diabetes, Karlsburg, Kr. Greifswald (Prisident: Prof. Dr. G. Katsch), 


und der Chemischen Abteilung des Forschungsinstitutes fiir Tierseuchen, Insel Riems 
(Prasident Prof. Dr. H. Réhrer) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Oktober 1952) 
Bei der Ausarbeitung méglichst einfacher aber spezifischer und 


empfindlicher Aminosiurenbestimmungen fiir klinische Zwecke bediente 
ich mich auch der Oxyprolinbestimmung nach Lang in der Modifikation 


von Waldschmidt-Leitz und Akabori'. Diese Methode beruht 
auf einer Uberfiihrung des Oxyprolins in Pyrrol, das in einer kompli- 
zierten Apparatur aufgefangen und mit p-Dimethylaminobenzaldehyd 
stufenphotometrisch erfaBt wird. Fiir die Durchfiihrung von Reihen- 
untersuchungen ist dieses Verfahren, das nach Lang eine Empfindlich- 
keit bis 10 y hat, aber zu zeitraubend. AuBerdem ist die auftretende 
Farbe bei diesem Vorgehen nur kurze Zeit haltbar. 

Ich versuchte daher, durch verschiedene Oxydationsmittel auch 
ohne anschlieBende Destillation zum Ziel zu kommen. Hierbei erwies 
sich schlieBlich Hypobromit als geeignet. Der UberschuB an Hypobromit 
wurde ohne Stérung der Farbreaktion am besten durch Natriumthio- 
sulfat, Natriumsulfit oder Glucose zerstért. Die Empfindlichkeit dieser 
Methode liegt bei 1—2 y; die Farbreaktion gehorcht dem Beerschen 
Gesetz bei Konzentrationen bis 0,1 mg/cem. Bei gréBeren Konzen- 


trationen von Oxyprolin, wie z. B. bei Gelatinehydrclysaten, mu8 un- | 


bedingt dementsprechend verdiinnt werden, um zu niedrig vorgetiuschte 
Werte zu vermeiden. Kontrollversuche mit Alanin, Serin, Asparagin- 
siure, Glutaminsiure, Tyrosin, Threonin, Prolin, Lysin, Cystin, Me- 
thionin, Arginin, Glykokoll, Valin, Aminobuttersiure, Leucin, Isoleucin, 
Norleucin, Norvalin, Cystein und Phenylalanin fielen negativ aus. 
Lediglich Tryptophan gab bei 10 Min. langem Kochen in siedendem 


1 K.Lang, diese Z.219, 148 [1933]; E. Waldschmidt-Leitz u.8. Akabori, 
diese Z. 224, 187 [1934]. 
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Wasserbad eine schwach gelbe, Histidin eine schwach rosa Farbe. Durch 
Verkiirzung der Kochzeit auf 2 Min. wurde diese Stérung ausgeschaltet. 
Selbst bei 10-fachem Uberschu8 beeintrachtigten Tryptophan und 
Histidin sowohl in kiinstlichen Gemischen wie auch bei Zugabe zu 
EiweiBhydrolysaten den Extinktionswert nicht. Die rotviolette Farbe 
halt sich etwa 1 Stde., um dann in ihrer Intensitat ganz langsam ab- 
zunehmen. Fehlerbreite + 1,0%. 


Versuchsanordnung 

Zu lccm Saurehydrolysat von Eiwei8 (entspr. 1—50y Oxyprolin) wird 
1,0 ccm Hypobromit (1,8 com Brom + 500 ccm 5-proz. NaOH) gegeben und kraftig 
geschiittelt. Nach 2 Min. versetzt~man tropfenweise mit n/10-Natriumthiosulfat, 
20-proz. Natriumsulfit- oder 50-proz. Glucose-Lésung bis zur Entfarbung, wozu 
meist 2 Tropfen ausreichen. AnschlieBend wird 1,0 ccm 2-proz. p-Dimethylami- 
nobenzaldehyd in 20-proz. HCl (Ehrlichs Reagens) zugefiigt, gemischt und fiir 
genau 2 Min. in ein siedendes Wasserbad gestellt. Wahrend dieser Zeit erfolgt eine 
maximale Entwicklung einer rotvioletten Farbe, die bei langerem Kochen in Braun 
iibergeht. Nach Abkiihlung in kaltem Wasser wird im Stufenphotometer bei Filter 
850 gegen den Leerwert abgelesen. Gegebenenfalls mu8 noch der Leerwert der 
Eigenfarbe des entsprechend aufgefiillten Hydrolysates abgezogen werden. Eine 
vorherige Aufhellung des Hydrolysates mit Aktivkohle ist nicht anzuraten, weil 
durch Adsorption, wie im Versuch festgestellt wurde, deutliche Oxyprolinverluste 
auftreten. 

In Gelatine (Handelspraparat) wurde ein Gehalt von 14,2°% Oxyprolin fest- 
gestellt (14,494 nach Bergmann und Stein*®), im menschlichen SerumeiweiB 
durchschnittlich 0—0,2%. 


Ein Extraktionsverfahren zur vergleichenden Bestimmung 
von Eisen und Kupfer in der Leber 


Von 
Willy Ma8hoff und Kurt Leonhardt 


Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Tiibingen, Direktor: Prof. Dr. med. E. Letterer 


(Der Schriftleitung zugegargen am 24. Oktober 1952) 


Zur systematischen Untersuchung von Lebern des laufenden Sek- 
tionsgutes auf ihren Eisen- und Kupfergehalt versuchten wir die um- 
stindliche und komplizierte Veraschung durch ein einfacheres Verfahren 
zu ersetzen, wobei wir uns bewuBt waren, daB eine Vereinfachung wahr- 
scheinlich nur mit einer EinbuBe an Genauigkeit erkauft werden konnte. 
Fiir unsere Fragestellung kam es uns auf einen Vergleich der Schwer- 
metallmengen in den einzelnen Lebern an. Hierzu sind nicht unbedingt 
die Werte der absoluten Mengen erforderlich, wie sie durch die Ver- 
aschung ermittelt werden, es geniigte vielmehr die Bestimmung des 
relativen Metallgehaltes, unter der Voraussetzung, da8 unter den Be- 


* M. Bergmann u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 128, 217 [1939]. 
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dingungen des Arbeitsganges stets ein Anteil des Metalls erfaBt wird, 
der zur vorhandenen Metallmenge in einem fiir alle Lebern gleichen 
Verhialtnis steht. 


Dieses Ziel versuchten wir durch eine extraktive AufschlieBung des 
Organs zu erreichen. Nach eingehenden Vorversuchen und Vergleichen 
mit der zur Kontrolle durchgefiihrten Veraschung wurde eine Extrak- 
tionsmethode entwickelt, die in dem gewiinschten MaBe den Anforde- 
rungen gerecht wird. Nach unseren Erfahrungen, tiber die an anderer 
Stelle schon auszugsweise berichtet wurde!, glauben wir dieses bei 
Reihenuntersuchungen an Leichenorganen erprobte und hierfir be- 
sonders geeignete Verfahren auch fiir andere Zwecke empfehlen zu 
kénnen. Im folgenden soll die Methode, ihre Brauchbarkeit und ihr Wert, 
gemessen an der bewihrten Veraschung, dargestellt und gleichzeitig auf 
einige allgemein interessierende Gesichtspunkte hingewiesen werden, 
die sich bei der Ausarbeitung der Methode ergeben haben. 


Bei der Entwicklung der Methode hat uns Herr Doz. Dr. H. Hellmann 
(Physiol.-chem. Institut) unterstiitzi und beraten; wir sind ihm dafiir zu groBem 
Dank verpflichtet. 


. Methodik 


Fiir die Vorversuche wurden zunachst alle Lebern mit starkeren Stauungen 
ausgeschieden, um grébere Stérungen der Ergebnisse durch die Schwermetalle des 
Blutes zu vermeiden. Lebern mit nur geringen vorwiegend terminalen Stauungen 
wurden in diinne Scheiben geschnitten und fiir mehrere Stunden wiederholt 
zwischen FlieBpapier gelegt. Auf diese Weise laBt sich iiberraschend viel Blut aus 
dem Gewebe entfernen und die Menge des aufgesaugten Blutes gut kontrollicren. 
Mit Hilfe des FlieBpapiers kann gegebenenfalls eine approximative Blutmengen- 
bestimmung durchgefiihrt werden. Die umstindliche und fiir das Organ nachteilige 
Spiilung zum Zweck der Entfernung des Blutes lieB sich damit umgehen. Im iibrigen 
fallen Reste von Blut in der Leber, die gew6hnlich auch nach nicht extrem vor- 
genommener Durchspiilung noch vorhanden sind, bei der Ermittlung der Gesamt- 
metallmengen nicht entscheidend ins Gewicht. Die so vorbehandelten Lebern 
wurden extrahiert und zu Kontrollbestimmungen gleichzeitig verascht. 


Veraschung 


Fiir die Veraschung wahlten wir das auch bei unseren friiheren Untersuchungen? 
angewandte und erprobte Verfahren zur quantitativen Eisenbestimmung von 
Lintzel%, das nach unseren Erfahrungen im Vergleich mit den sonst angegebenen 
Veraschungsmethoden den Vorzug verdient. Die aus verschiedenen Teilen der in 
Scheiben zerlegten Leber entnommenen kleinen Stiickchen wurden nach genauer 
Wagung bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und feucht verascht. In zahlreichen 
Mehrfachbestimmungen wurde fiir das Lintzelsche Verfahren einschlieBlich des 
der Veraschung nachfolgenden weiteren Arbeitsganges (Bildung des gefarbten 
Eisenkomplexes und photometrische Bestimmung) eine relative Streuung der 


Werte von + 4,5°% ermittelt, die im groBen und ganzen mit den Angaben in der 


Literatur iibereinstimmt. 


1 W. MaBhoff, Verhdl. Dtsch. Ges. Pathol. 35. Tagung Hannover, 1951. 

2 W. MaBhoff, Fiat Review: Spez. Pathologie, Bd. II, 8. 1, 1948, Dieterich- 
sche Verlagsbuchhandlung, Wiesbaden. 

3 W. Lintzel, Z. ges. exp. Med. 86, 269 [1933]. 
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Extraktion 


Orientierende Versuche sollten erweisen, ob im waBrigen Extrakt Eisen und 
Kupfer aus der Leber iiberhaupt gelést werden. Etwa 200g der mit der FlieB- 
papiermethode entbluteten Leberscheiben wurden im Fleischwolf zerkleinert. Von 
dem griindlich durchmischten Leberbrei wurden etwa 100 g nach genauer Gewichts- 
bestimmung mit der doppelten Menge physiologischer NaCl-Lésung vermischt, 
24 Stdn. in den Kiihlschrank gestellt und in bestimmten Abstinden mehrmals 
kraftig durchgeschiittelt. Danach wurde der Extrakt durch ein Mulltuch vor- 
filtriert, gleichmaBig abgepreBt, durch ein Faltenfilter geschickt und das Filtrat 
auf Eisen und Kupfer untersucht. Es ergab sich, daB beide Metalle in meBbaren 
Mengen im Extrakt vorhanden waren. 

Nun wurde versucht, durch Abwandlungen der einzelnen Arbeitsgainge eine 
stabile und optimale Leistungsfahigkeit des Extraktionsverfahrens zu erreichen. 

Zuerst wurde statt mit dem-Fleischwolf mit gereinigtem Seesand zerrieben. 
Kine wesentliche Verbesserung lieB sich damit nicht erreichen. Die nach Anwendung 
von Seesand oder Fleischwolf erhaltenen Metallwerte bewegen sich innerhalb der 
gleichen Fehlerbreite (+-5,5°% Streuung). 

Wird die Extraktionszeit variiert, ergeben sich bei nur 12-stdg. Extraktion 
fiir Eisen und Kupfer echte Differenzen, die auBerhalb der 30-Grenze liegen. Nach 
Verlangerung der Extraktion auf 48 Stdn. sind die Werte fiir das Eisen, verglichen 
mit jenen nach 24 Stdn., etwas héher als der einfachen Streuung entspricht, wihrend 
die Werte fiir das Kupfer auffallenderweise in gleichem Mafe niedriger ausfallen. 
Moglicherweise ist die geringere Kupferausbeute bei langerer Extraktion auf die 
Bildung unloslicher Kupfereiwei8verbindungen zuriickzufiihren. 

Vergleicht man bei der etwa 6 Stdn. dauernden Filtration die im Abstand 
von je 2 Stdn. gewonnenen Filtratportionen miteinander, so zeigt sich, daB das 
Eisen in der ersten, das Kupfer dagegen in der letzten Portion besonders an- 
gereichert ist. Deshalb mu8 stets das ganze Filtrat fiir die Metallbestimmung 
verwendet werden. Zur Zeitersparnis wurde anstatt des Filters die Zentrifuge be- 
nutzt. Da die dabei gewonnenen Ergebnisse mit jenen des Filtrats iibereinstimmen, 
wurden in der Folge beide Méglichkeiten verwandt. 

Von groBer Bedeutung erwies sich die Abwandlung der extrahierenden Fliissig- 
keit. Im alkalischen Milieu war die Schwermetallausbeute auBerst gering, wahrend 
im sauren die nachweisbaren Eisenmengen ganz erheblich, die Kupfermengen zwar 
mafiger, aber doch im Rahmen einer statistisch gesicherten Differenz, anstiegen. 
Die Befiirchtung, durch die Sauerung kénne das Eiwei8 gerinnen und die Léslich- 
keit des Metalls aus dem Zelleiweif beeintrichtigt werden, erwies sich als un- 
begriindet. Der héhere Ionisationsgrad im sauren Bereich ist offenbar fiir das ver- 
mehrte Auftreten der Metalle im Extrakt verantwortlich. 

Eine optimale Extraktion von Eisen und Kupfer wird mit 5-proz. Salzsaure 
erreicht. Bis zu dieser Konzentration steigen die nachweisbaren Metallwerte standig 


Tab. 1. Mengen des nachgewiesenen Eisens und Kupfers in alkalischer und saurer 
Extraktionslésung und bei verschiedener Konzentration. 





Extraktions- 
lésung 
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1% (NH,)OH . 1 Oe - 4,7 
09% NaCl .. 20 29 8,3 
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1096 (HEL... os : 13,0 


Kisen in y/g Feuchtsubstanz | Kupfer in y/g Feuchtsubstanz 
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14,0 4,8 
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18,0 5,5 
19,0 5,9 
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an, wenn auch nicht ganz gleichmaBig ; sie werden in héheren Saiurekonzentrationen 
nicht mehr iibertroffen (vgl. Tab. 1 mit einer Ubersicht iiber 5 nicht ausgewahlte 
Faille). Die Extraktion mit 5-proz. HCl wurde deshalb zur Regel gemacht. 


Kontrolle der Extraktionsmethode 

Um die Brauchbarkeit der Extraktionsmethode zu erweisen, waren 
folgende Fragen zu klaren: 

1. Ist in allen Lebern die AufschlieBung gleich und lassen sich die 
ermittelten Werte miteinander vergleichen ? 

2. Andert sich die extrahierbare Metallmenge bei verschiedenem ab- 
soluten Metallgehalt, d.h. stehen die mit dem Verfahren er- 
mittelten Ergebnisse zu dem wirklichen Metallgehalt in einem 
konstanten Verhiltnis ? 

Beziiglich der ersten Frage sind wir von der begriindeten Annahme 
ausgegangen, daB die Schwermetalle an das OrganeiweiB gebunden sind ; 
deshalb miiBte die Menge des extrahierbaren OrganeiweiB als MaB fiir 
den Grad der AufschlieBung gelten kénnen. 

Von 25 Lebern wurde der prozentuale EiweiBgehalt der Extrakte 
nach Kjeldahl bestimmt und als arithmetisches Mittel 3,41% Eiweib 
errechnet. Die Streuung betrigt +-0,12°,, was einer relativen Streuung 
von +3,52% des Mittelwertes entspricht. Diese Fehlerbreite diirfte im 
wesentlichen der Mikro-Kjeldahl-Methode zur Last fallen. 

In diesem Zusammenhang sei auf einen interessanten Nebenbefund hin- 
gewiesen. Fiir die quantitativen EiweiSbestimmungen im Extrakt wurden auch 
solche Lebern ausgewahlt, die wegen grober anatomischer Veranderungen fiir die 
Berechnung des Metallgehaltes nicht in Betracht kamen. Dabei zeigten Lebern mit 
Amyloid, mit exzessiver .Verfettung, mit intrahepatischen Gallensteinen und 
Cholangitis sowie mit starkerer miliarer Tuberkulose einen deutlich erniedrigten 
EiweiBgehalt im Extrakt. Diesem auffilligen Befund soll in weiteren Unter- 
suchungen nachgegangen werden. 

Aus allen einigermaBen normal strukturierten Lebern wird quan- 
titativ gleichviel Eiwei8 extrahiert, und deshalb ist auch anzunehmen, 
da8B vergleichbare Mengen Metall im Extrakt vorliegen. Nur grébere 
Strukturverinderungen kénnen gréBere Fehler verursachen, weshalb 
solche Organe ausgeschieden oder gleichzeitig mit einer Kontrollver- 
aschung untersucht wurden. 

Zur Klarung der zweiten Frage wurden 24 Lebern gleichzeitig ver- 
ascht und extrahiert und die Ergebnisse miteinander verglichen. Fiir das 
bei der Extraktion gewonnene Eisen lift sich, in Prozenten auf das 
Veraschungseisen bezogen, ein Mittelwert von 39,8% mit einer Streuung 
von + 4% errechnen. Genau zwei Drittel der Prozentzahlen liegen 
innerhalb der Streuungsbreite von 35,8—43,8%. Der mittlere Fehler 
des Mittelwertes betrigt 1,03%. Die Menge des extrahierten Kupfers 
beliuft sich, bezogen auf die Veraschungswerte, auf durchschnittlich 
79,2% mit einer mittleren Abweichung von + 9,2%. Auch hier fallen 
zwei Drittel der Prozentzahlen in die Streuungsbreite von 70,0—88,4%. 
Der mittlere Fehler des Mittelwertes betrigt hier 2,38%. 
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Nach diesen Ergebnissen liefert die Extraktionsmethode ein Bild, 
das den wirklich in der Leber vorliegenden Metallverhiltnissen durch- 
aus entspricht. Rund 40% des Eisens und rund 80% des Kupfers werden 
aus dem gesamten Schwermetallbestand der Leber durch die Extraktion 
erfaBt. Die bemerkenswerte Differenz in der Extrahierbarkeit von Eisen 
und Kupfer haingt wahrscheinlich mit der Ionisierung der Metalle bzw. 
der Bestindigkeit der organischen Verbindungen zusammen. 

Zur Uberpriifung der Fehlerbreite des Verfahrens wurden zahlreiche 
Paralleluntersuchungen durchgefihrt. Da zum Untersuchungsgang 
neben der extraktiven ErschlieBung der Metalle auch ihre Uberfiihrung 
in die gefirbte Komplexverbindung und die stufenphotometrische Be- 
stimmung gehéren, ist deren Fehlerquelle in den erhaltenen Werten 
ebenso wie in allen bisherigen Beispielen beriicksichtigt. Bei diesen 
Parallelbestimmungen wurde eine durchschnittliche relative Streuung 
von + 5,5% ermittelt. Die Fehlerbreite des Extraktionsverfahrens halt 
sich also in dem gleichen Rahmen wie die der Veraschung. Es erscheint 
deshalb vertretbar, die Resultate bei der Extraktion sowohl unterein- 
ander wie mit denjenigen bei der Veraschung zu vergleichen. Wir glauben 
somit erwiesen zu haben, daB die Extraktionsmethode zur vergleichenden 
Bestimmung des Metallgehaltes eines Organs unbedenklich angewandt 
werden kann, sofern das Organ von grob anatomischen Veranderungen 
frei ist. 


Die quantitative Eisenbestimmung 


Fir die Bestimmung geringer Eisenmengen in biologischem Material 
sind das «,«’-Dipyridyl]** und das o-Phenanthrolin besonders er- 
probt. Beide Indikatoren bilden mit Fe++-Ionen rote Komplexe, und 
zwar «,«’-Dipyridy] in alkalischem, o-Phenanthrolin in schwach saurem 
Milieu. Wegen der héheren und gleichmaBigeren Extinktion bevorzugen 
wir, wie auch Heilmeyer und Ploétner® bei der Eisenbestimmung im 
Serum, das o-Phenanthrolin. Dieser Indikator wurde fir alle Eisen- 
bestimmungen sowohl nach Extraktion wie nach Veraschung des Organs 
verwandt. Die bei quantitativen Eisen- und Kupferbestimmungen zu 
beachtenden Kautelen wurden streng eingehalten und jeweils ein Leer- 
versuch mit angesetzt. 

Die Werte der Leerbestimmung bei der Veraschung liegen im Ver- 
gleich mit denjenigen bei der Extraktion auffallend hoch; die Griinde 
hierfiir dirften in der Hauptsache in der Verwendung von verschiedenen 
nicht absolut eisenfrei zu erhaltenden Reagenzien zu suchen sein. Bei 
der Extraktion wird ziemlich konstant ein Leerwert um 2 y Eisen pro g 
Feuchtleber erzielt. 


4 R. Hill, Proc. roy. Soc. [London] 107, 205 [1930]. 
5 L. Heilmeyer u. K.Plétner, Das Serumeisen und die Eisenmangel-- 
krankheit, G. Fischer, Jena 1937. 
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Fiir die Eisenbestimmung des Extraktes wie der Veraschungslésung 
haben wir die Methode der Serumeisenbestimmung nach Heilmeyer 
und Plétner’® mit einigen unwesentlichen Modifikationen tibernommen. 
Die Messung des roten Eisenkomplexes erfolgt im Stufenphotometer in 
der iiblichen Art (Mikrokiivette mit 5 cm Schichtdicke; Filter S 50). 


Die quantitative Kupferbestimmung 

Heilmeyer, Keiderling und Stiiwe® haben die von Callan 
und Henderson angegebene Na-Diathyldithiocarbamat-Reaktion zum 
Nachweis von Kupfer zu einem zuverlissigen Verfahren fiir die quan- 
titative Bestimmung des Serumkupfers entwickelt. Diese Methode haben 
wir fiir die Kupferbestimmung im Extrakt tibernommen. Braun und 
Scheffer’ sowie Steussij* haben die Carbamatmethode fiir veraschtes 
Material angewandt. Die von ihnen angegebenen, Verfahren modifi- 
zierten wir fiir die Kupferbestimmung nach der Veraschungin folgender 
Weise: 

Die Veraschungslésung wird mit 20 cem aqua redest. verdiinnt und zur Bin- 
dung der stérenden EiweiBkomponente mit 5 ccm einer 4-proz. Natriumpyro- 
phosphatlésung- versetzt und anschlieBend mit 20-proz. Ammoniak neutralisiert. 
Erwarmung im Wasserbad fiir 15 Min. auf 80°, da die Eisenbindung in der KAlte 
nicht geniigend zuverlassig zustande kommt. Nach Abkiihlen UmcieBen in einen 
Schiitteltrichter, Zusatz von 2 ccm der 2-proz. Na-Diithyldithiocarbamatlisung 
und Ausschiitteln der entstandenen Farblésung mit 10 cem Amylalkohol. Die Lés- 
lichkeit des goldgelben Kupfer-Diathyldithiocarbamats ist in Amylalkohol sehr 
hoch, in Wasser ungeniigend. Nach etwa 1/, Stde. ist eine Trennung der Phasen 
erfolgt. Die oben stehende gelbe Amylalkoholschicht wird stufenphotometrisch 
in der Mikrokiivette (5 em Schichtdicke) mit dem Filter S 43 unter Gegenschaltung 
reinen Amylalkohols gemessen. Falls noch geringe Triibungen bestehen sollten, 
wird die gelbe Amylalkoholschicht vorher zentrifugiert. Die Blindwerte sind ziem- 
lich konstant, sie betragen durchschnittlich etwa 1 y Kupfer pro g Feuchtsubstanz. 

Fir den quantitativen Kupfernachweis im Extrakt erwies sich die 
von Heilmeyer, Keiderling und Stiiwe® angegebene Vorschrift 
zur Bestimmung des Serumkupfers als brauchbar. An Stelle von 2 ccm 
Serum wurden 2 cem des filtrierten oder zentrifugierten Extraktes und 
anstatt 0,5 ccm 1 ecm 20-proz. Ammoniaks (stark saure Extraktions- 
lésung!) genommen. Wegen der gréBeren Kupfermengen verdoppelten 
wir die Menge des Amylalkohols von 2,5 ccm auf 5 ccm. Die Carbamat- 
dosis wurde jedoch nicht erhéht, da nach Steussij die besten Werte bei 
méglichst kleinen Carbamatmengen zu erhalten sind. Das Mittel der 
Leerwertergebnisse betrug mit nur geringen Schwankungen 0,8 y 
Kupfer pro g Feuchtleber. Bei hohem Kupfergehalt muB die Lésung 
éfters verdiinnt werden. Die Messung wird ebenso wie nach der Ver- 
aschung vorgenommen. 


6 L. Heilmeyer, W.Keiderling u. G.Stiiwe, Kupfer und Eisen als 
kérpereigene Wirkstoffe und ihre Bedeutung beim Krankheitsgeschehen, G. Fischer, 
Jena 1941. 

7 L. Braun und L. Scheffer, Biochem. Z. 204, 397 [1940]. 

8 C.D. Steussij, Biochem. Z. 296, 355 [1938]. 
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Berechnung der Endwerte 
Die Berechnung der Endwerte erfolgt nach folgender Formel: 


G=(E-V — Ew-Vx)4 : 


Berechnet man G (= Gewichtseinheiten des gesuchten Stoffes in Gamma in der 
untersuchten Substanzmenge) auf 100 Mengeneinheiten, so gilt 


: » A: 100 
Gio0 = (E-V — Exp-V B) ad M ’ 
wobei M als die tatsichlich untersuchte Substanzmenge eingefiihrt wird. 
Es bedeuten 


A Absorptionskonstante (nach Heilmeyer u. Mitarbeitern ®) 
fiir «, «’-Dipyridyl 6,88, fiir o-Phenanthrolin 5,0, fiir Na-Diaithyldithio- 
carbamat 5,25. 
d  Schichtdicke der verwendeten Kiivette 
E Extinktion 
Ex Extinktion fiir Kontrolle 
V Endvolumen 
Vp Endvolumen der Kontrolle. 


Bei der Kupferbestimmung ist fiir V die Menge verwendeten Amylalkohols 
einzusetzen. 


Schlu8betrachtung 


Die Extraktionsmethode arbeitet in der AufschlieBung des Organ- 
gewebes sicher, einfach und relativ rasch und, da sie wenig Reagenzien 
ben6tigt, auch ziemlich billig. Durch Verwendung grodBerer Organmengen 
lassen sich gute Durchschnittswerte erzielen. Zeitraubende Mikro- 
wigungen und Trocknungen sind iiberfliissig und die immer wieder 
vorkommenden Versager bei der Veraschung werden vermieden. Be- 
sondere Vorteile besitzt u. E. die Extraktion fiir Reihenuntersuchungen, 
wenn etwa an Organen des laufenden Sektionsgutes der Schwermetall- 
gehalt ermittelt werden soll. Hierbei wirkt sich der Nachteil der Me- 
thode, die Metallmenge nicht absolut, sondern nur relativ zu erfassen, 
am wenigsten stérend aus. Bei der Berechnung des absoluten Eisen- und 
Kupfergehaltes aus den Extraktionswerten ist allerdings mit einer etwas 
gréBeren Fehlerbreite zu rechnen als bei der direkten Bestimmung durch 
Veraschung, da der Gesamtberechnung jeweils die in diesen Versuchen 
ermittelte als annihernd konstant angesehene Extraktionsquote zugrunde 
zu legen ist. Wenn es auf prizise Einzelbestimmungen ankommt oder 
nur wenig Material zur Verfiigung steht, wird der exakteren Veraschung, 
fiir die auBerdem nur kleine Organmengen benétigt werden, der Vor- 
rang zu geben sein. 


Zusammenfassung 
Fiir die quantitative Bestimmung von Eisen und Kupfer in der 
Leichenleber wird ein einfaches, fiir Reihenuntersuchungen besonders 
geeignetes Verfahren — Extraktion mit 5-proz. Salzsiure — angegeben, 
dessen Brauchbarkeit an Hand der vergleichend durchgefiihrten Ver- 
aschungen erwiesen wird. 
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Der aus einer nicht grob anatomisch verainderten Leber hergestellte 
Extrakt besitzt einen konstanten Eiweifgehalt und enthalt, bezogen auf 
den durch die Veraschungsmethode ermittelten absoluten Schwermetall- 
gehalt, regelmaBig 39,8% des gesamten Eisens und 79,2% des gesamten 
Kupfers. Die Fehlerstreuung dieses Verfahrens betragt 5,5%. 


Versuche zur Trennung von Indolderivaten 
aus waBrigen Pflanzenextrakten an der ,,aufsteigenden“ Cellulosesaule 


Von 
Adolf Fischer und Martin Behrens - 
Aus dem Physiolog.-chem. Institut der Medizinischen Akademie, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Oktober 1952) 


An anderer Stelle! berichteten wir iiber den papierelektrophore- 
tischen und papierchromatographischen Nachweis des /-Indolaceto- 
nitrils (IAN), des B-Indolaldehyds (IA) und weiterer, noch unbekannter 
pflanzeneigener Wuchs- und Hemmstoffe. Die Extraktion dieser Stoffe 
wurde mit organischen Lésungsmitteln (Alkohol, Petrolather und Tetra- 


chlorkohlenstoff) durchgefiihrt. Nach DurchgieBen der Extraktlosung 
durch eine Aluminiumoxydsiule wurde das Eluat mit peroxydfreiem 
Ather ausgeschiittelt und der eingedampfte Riickstand papierelektro- 
phoretisch und papierchromatographisch weiter behandelt. 

Um die Indolkérper quantitativ bestimmen und die Konstitution 
der neu festgestellten Wuchsstoffe aufkliren zu kénnen, erwies es sich 
als notwendig, eine Methode auszuarbeiten, die weniger kompliziert ist, 
und die es gestattet, gréBere Mengen zu verarbeiten und damit groBere 
Ausbeuten an den unbekannten Indolderivaten zu erzielen. Zur Erfassung 
aller biologisch wirksamen Stoffe erschien es dariiber hinaus wiinschens- 
wert, nicht von Extrakten mit organischen Lésungsmitteln, in denen 
nur ein Teil der wirksamen Substanzen enthalten sein diirfte, auszu- 
gehen, sondern von wiaBrigen Extrakten, von denen man annehmen 
kann, daB sie alle biologisch wirksamen Stoffe enthalten. 

Zur Loésung der Aufgabe kam die von uns ausgearbeitete Methode 
der ,,Isolierpacks‘? in Frage. Da wir aber wiinschten, mit groBeren 
Mengen und entsprechend groBen Ausbeuten zu arbeiten, entschlossen 
wir uns, Versuche mit Siaulen aus Cellulosepulver (Schleicher & Schiill 
123) vorzunehmen. Es kam hierbei die iibliche ,,absteigende“ Methode 
und die unseres Wissens noch nicht oder kaum benutzte ,,aufsteigende“ 
Methode in Frage. Da wir bei unseren Versuchen vornehmlich die auf- 


1 —. v. Denffer, M. Behrens u. A. Fischer, Naturwiss., 39, 550 [1952]. 
2 A. Fischer u. M. Behrens, diese Z. 291, 14—15 [1952]. 
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steigende Papierchromatographie mit den besten Ergebnissen ange- 
wandt und dabei sehr saubere Trennungen erhalten hatten, entschlossen 
wir uns fiir ein Arbeiten mit der ,,aufsteigenden‘‘ Methode. Nach unseren 
Erfahrungen diirfte im allgemeinen der ,,aufsteigenden‘‘ Methode in der 
Cellulosesiule der Vorzug zu geben sein. 

Zur Herstellung der Cellulosesiule wurde 2in Glasrohr (5 cm @, 
35 em Lange), das unten mit einem Drahtnetz und einer etwa 5 cm 
dicken Schicht Watte verschlossen war, in eine Riittelmaschine einge- 
spannt. Unter stindigem Riitteln wurde dann die Cellulose mit einem 
Glasstab, an dessen unterem Ende ein Gummistopfen befestigt war, 
gleichmaBig in das Rohr hineingepreBt. Um die Siéule noch homogener 
und kompakter zu gestalten, saugten wir durch sie langsam Petrolather 
oder Chloroform durch. AnschlieBend wurde die Saule vollkommen 
trocken gesaugt. Dieses Verfahren konnten wir anwenden, da wir fest- 
gestellt hatten, daB die Behandlung einzelner Filtrierpapierstreifen mit 
Petrolither bzw. Chloroform keinen EinfluB auf die Trennung der syn- 
thetischen Stoffe (IES, IAN und IA) ausiibte. Der auf etwa 1/,, ein- 
geengte waBrige Pflanzenextrakt wurde mit Cellulosepulver griindlich 
durchmischt, und das Cellulosegemisch nach Trocknung am unteren 
Ende der Saule gleichmaBig eingepreBt, nachdem vorher das Drahtnetz 
entfernt und die Watte aus dem Glasrohr herausgenommen war. Der 
entstandene freie Raum wurde mit Cellulosepulver und abschlieBend 
mit einer diinnen Schicht Watte ausgefiillt. Nach Einbringen der Saule 
in einen oben verschlieBbaren Glaszylinder wurde mit einem Lésungs- 
mittelgemisch von 80 Tln. Isopropanol, 5 Tln. konz. Ammoniak und 
15 TIn. Wasser bis zum oberen Rand der Saule chromatographiert. Da 
die Ry-Werte des IAN (0,84) und des IA (0,86) im Vergleich zu anderen 
Indolderivaten verhaltnismaBig groB sind, war zu erhoffen, daB sie sich 
in der Cellulosesiiule einwandfrei abtrennen lieBen, und der gréBte Teil 
der anderen Pflanzenextraktstoffe in dem unteren Teil der Siule zuriick- 
bleiben wiirde. Das Lésungsmittelgemisch wanderte in der Siule gleich- 
maBig nach oben, und es zeigten sich bei dem langsamen Hochsteigen 
mehrere scharf abgegrenzte Extraktzonen. Da der Extrakt im ein- 
geengten Zustand eine dicke, klebrige Masse darstellt, betrachten wir 
den Umstand, daB diese gerade mit der aufsteigenden Methode in der 
Siule sehr langsam auseinandergezogen und damit abgetrennt wird, 
als sehr giinstig. Extrakte von griinen WeiB- und Rosenkohlpflanzen 
ergaben sehr eindeutig in den Kontrollen der betreffenden Siulenab- 
schnitte die IAN- und IA-Zonen. Auch wurden die von uns mit ,,B“ 
und ,,G“ bezeichneten Wuchsstoffzonen klar lokalisiert. Nach Zusatz 
von synthetischer $-Indolylessigsiure (IES), die in den Pflanzen- 
extrakten nicht vorlag, konnte diese ebenfalls isoliert werden, doch zeigte 
sie hier genau wie in direkt verarbeitetem alten englischen Handels- 
penicillin einen etwas héheren Ry-Wert im Vergleich zu vorgereinigten 
Extrakten. Offensichtlich wird hier durch das Ubergewicht anderer 
vorhandener Stoffe die Wanderung der IES beeinfluBt. 
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Methode 


200 g Wei8- bzw. RosenkohIpflanzen wurden im Starmix mit der gleichen 
Menge Wasser versetzt und mehrmals im Abstand von 10 Min. gemahlen. Nach 
Abnutschen wurde der Extrakt auf etwa '/,) eingeengt. In der oben geschilderten 
Weise wurde nun das Gemisch von Pflanzenextrakt und Cellulose in die Saule ein- 
gebracht und chromatographiert. AnschlieBend nahmen wir das Glasrohr aus dem 
Zylinder und preBten die Cellulosesiule, nachdem diese angetrocknet war, heraus. 
Zur Identifizierung der einzelnen Indolderivate war die allgemein iibliche Pinsel- 
methode nicht anwendbar, da unser Reaktionsgemisch aus einer 0,5-proz. waB- 
rigen NaNO,-Lésung und konz. HCl bestand. Aus diesem Grunde bespriihten wir 
die Cellulosesiule mit dem betreffenden Lésungsmittelgemisch der Lange nach 
an einer Seite und preBten die Siule mit der angefeuchteten Seite se lange auf 
einen Filtrierpapierstreifen bis dieser gleichmaBig durchfeuchtet war. Sodann 
wurde der Streifen mit der Nitrit-Reaktion entwickelt und die Zonen an der Cellu- 
losesiiule abgezeichnet. Nach Zerlegen der Saule in die entsprechenden Abschnitte 
eluierten wir diese mit Wasser und schiittelten die Wasserextrakte mehrmals mit 
peroxydfreiem Ather alkalisch und sauer aus. Nach Eindampfen wurden die Ather- 
riickstande mit Wasser aufgenommen und an einzelnen Filtrierpapierstreifen zur 
Kontrolle auf die Inhaltsstoffe chromatographiert. Einen anderen Weg zur Kon- 
trolle der Saulenabschnitte, und zwar ohne Atherausschiittelung, wahlten wir wie 
folgt. Die waBrigen Eluate aus den verschiedenen Saulenabschnitten wurden ein- 
geengt und auf priaparativen Filtrierpapierstreifen (Schleicher & Schiill 2230) 
aufgetragen und sowohl papierchromatographisch als auch papierelektrophoretisch 
behandelt. Die Identifizierung erfolgte auch hier mittels der Nitrit-Reaktion. 


Da der Einwand erhoben werden kann, daB das ammoniakalische 
Lésungsmittelgemisch eine Verinderung der zu extrahierenden Stoffe 
hervorrufen kénnte, wurde auch versucht, wibrige Extrakte auf papier- 
elektrophoretischem Wege zu trennen, da hier bei neutraler Reaktion 
gearbeitet werden kann. (Der Einflu8 der Oxydation la8t sich durch 
Einleiten von Stickstoff wihrend des Vorganges weitgehend verhindern. ) 
Der eingeengte waBrige Pflanzenextrakt wurde direkt in einem diinnen 
Querstrich auf priparativen Filtrierpapierstreifen (Schleicher & Schiill 
2230) aufgetragen und mit der ,,Isolierpack‘‘-Methode weiter behandelt. 
Um das Durchhingen und damit das gegenseitige Beriihren der ein- 
zelnen praparativen Bogen zu vermeiden, verwandten wir entsprechend 
breitere und dickere Kunststoffrahmen. Auch hierbei konnten die oben 
angegebenen pflanzeneigenen Wuchs- und Hemmstoffe klar identifiziert 
werden. Dieses war méglich, da diese Stoffe in dem Ausgangsmaterial 
in verhaltnismaBig groBer Menge vorlagen. 


Der Firma Schleicher & Schiill danken wir fiir ihre Unterstiitzung. 


Zusammenfassung 


Es wird eine papierchromatographische Methode mitgeteilt, die 
es gestattet, biologisch wirksame Substanzen aus waBrigen Pflanzen- 
extrakten in der ,,aufsteigenden‘‘ Cellulosesiule praiparativ zu erfassen. 
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Uber eine Verbesserung der Gefriertrocknung von Organen 
Von 
M. Behrens 
Aus dem Physiologisch-chem. Institut der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1952) 


1929 wurde von mir eine Methode zur Entwisserung von Organen 
in vereistem Zustand angegeben!. Diese Methode hat inzwischen unter 
der Bezeichnung Gefriertrocknung Eingang in viele Laboratorien ge- 
funden. Die Gefriertrocknung — freezing drying — stellt einen kom- 
plexen Vorgang dar, dessen Ablauf und Vollkommenheit von ver- 
schiedenen, sich z. T. gegensitzlich auswirkenden Faktoren (Zeit, 
Temperatur des Trockengutes, Vakuum, Verdampfungsoberfliche, 
Warmezufuhr usw.) bestimmt wird. Um ein optimales Ergebnis zu er- 
zielen, miissen gewisse Faktoren aufeinander abgestimmt sein. Im 
folgenden soll eine Verbesserung des seinerzeit vorgeschlagenen Ver- 
fahrens mitgeteilt werden. 

Prinzip: In einem Starmix wird feste Kohlensiure gemahlen. 
Wihrend des Mahlvorganges wird das einzufrierende Organ in ungefahr 
kirschgroBen Stiicken langsam eingeworfen. Bei diesem Vorgehen werden 
die Organstiicke von dem rotierenden Messer des Starmix zerkleinert 
und sofort mit der festen Kohlensaure innig gemischt. Man erhalt am 
SchluB ein rotlich-weiBes Pulver, das aus gefrorenen Organteilchen und 
fester Kohlensiure besteht. Bei der anschlieBenden Vakuumtrocknung 
verdampft zuerst die feste Kohlensiure und dann das Wasser des 
gefrorenbleibenden Organpulvers. Das geschilderte Vorgehen bietet 
gegeniiber dem bisher tiblichen mancherlei Vorteile. 


1. Schnelles Einfrieren der Organe 


Dem aus den verschiedensten Griinden erwiinschten schnellen Einfrieren von 
Organen stehen zwei physikalische Gegebenheiten entgegen. Bereits gefrorene 
Organteile sind schlechte Warmeleiter, so da8 trotz Anwendung tiefster Tem- 
peraturen ein schnelles Durchfrieren derselben nicht ohne besondere Ma8nahmen 
zu erreichen ist. Weiterhin wird ein schnelles Durchfrieren durch das Leiden- 
frostsche Phinomen behindert. Die warmen Organstiicke werden bei dem Ein- 
frieren in den zur Erreichung tiefer Temperaturen benétigten Kaltemitteln (Kohlen- 
siure-Ather, fliissige Luft) nach Einwerfen in diese von einer Gasschicht umgeben, 
die den Gefriervorgang stark verzégert. (Bei der Herstellung von histologischen 
Priparaten versucht man diese Schwierigkeiten zu umgehen, indem man auBer- 
ordentlich kleine Objekte in zuvor tiefgekiihlten Fliissigkeiten, die keine Gasent- 
wicklung zeigen, einfriert.) 

Bei dem oben geschilderten Vorgehen wird der EinfluB der schlechten Warme- 
leitfahigkeit bereits gefrorener Organteile dadurch ausgeschaltet, da8 gemahlene 
auBerordentlich kleine Teile zum Einfrieren gelangen. Die Behinderung des schnellen 
Einfrierens durch die Leidenfrostschen Gasschichten wird vermindert, weil die- 
selben durch den MahlIprozeB fortlaufend zerstért werden. 


1 M. Behrens, diese Z. 209, 59 [1932]; Dtsch. Reichspat. Nr. 568457, 7. 6. 
1929; Shackell, Amer. J. Physiol. 24, 325 [1909]. 
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2. Schnelle Trocknung 
bei Aufrechterhaltung einer tiefen Temperatur des Trockengutes 


Bei der Gefriertrocknung ist einerseits eine méglichst tiefe Temperatur des 
Trockengutes wahrend des Trocknungsprozesses und andererseits ein méglichst 
schneller Ablauf desselben erwiinscht. Beide Forderungen widersprechen sich, 
eine tiefe Temperatur des Trockengutes verzégert den Ablanf der Trocknung, 
wahrend eine schnelle Trocknung eine relativ hohe Temperatur des Trockengutes 
voraussetzt. 

Die Trocknungsgeschwindigkeit ist nun auBerdem von der GréBe der Ver- 
dampfungsoberflache des Trocknungsgutes abhangig. Nur wenn: diese sehr gro8 
ist, 14Bt sich ein relativ schnelles Trocknen bei tiefer Temperatur des Trocknungs- 
gutes erreichen. Wenn, wie iiblich, ungefahr kirschgroBe Organstiicke zur Trocknung 
kommen, so ist die relative Verdampfungsoberfliche schon an und fiir sich klein 
und die Verdampfung wird bei Fortschreiten des Trocknungsprozesses noch dadurch 
behindert, daB sie durch die bereits getrockneten Schichten der Organstiicke statt- 
finden muB. Bei tiefer Temperatur la8t sich ein schnelles Ablaufen des Trocknungs- 
prozesses nur erreichen, wenn die Organteile auBerordentlich klein sind, so da8 
ihre relative Verdampfungsoberfliche sehr gro8 ist und die Behinderung der Ver- 
dampfung durch die bereits getrockneten Schichten praktisch nicht wirksam wird. 

Das im Starmix mit fester Kohlensiure gewonnene Organpulver besteht aus 
mikroskopisch kleinen Teilen und ist daher fiir die Gefriertrocknung auBerordent- 
lich geeignet. Da die gefrorenen Teilchen anfanglich mit Teilchen fester Kohlen- 
saure gemischt sind, bilden sie nach Verdampfen der festen Kohlensaure ein lockeres 
Pulver, so daB auch bei Fortschreiten der Trocknung die Verdampfung aus der 
Tiefe des Pulvers nicht wesentlich behindert wird. 


3. Einbringen des gefrorenen Organpulvers 
in den Trockenraum ohne Auftauen 


Wahrend des Einbringens des Pulvers in den Trockenraum und wiahrend der Er- 
reichung des Vakuums ist es vordem Auftauen durch die feste Kohlensaure geschiitzt. 


Methodisches 


Der Becher eines Starmix wird mit einigen Lagen Zellstoff wirmeisoliert und 
mit Wasserbadringen verschlossen. In diesem so vorbereiteten Starmix wird feste 
Kohlensaure (evtl. vorher zerkleinert) gemahlen. Wahrend des Mahlens werden die 
Organe in kirschgroBen Stiicken eingebracht. Da die feste Kohlensaure die Neigung 
hat, sich wahrend des Mahlens an der Wand des Bechers abzusetzen, wird sie 
zwischendurch mit einem Spatel von der Wand des Bechers abgeschabt und so dem 
MahlprozeB wieder zugefiihrt. 

Das erhaltene vereiste Organpulver wird in einer mit Watte ausgelegten und 
mit Filtrierpapier bedeckten Schale in einen mit Schwefelsiure beschickten grad- 
wandigen Exsiccator gebracht, der anschlieBend mit einer doppelstufigen Olpumpe 
evakuiert wird. Ein Evakuieren wihrend des ganzen Trocknungsprozesses ist nicht 
unbedingt erforderlich, empfiehlt sich aber, um die wahrend des Trocknungspro- 
zesses evtl. frei werdende Gase abzusaugen. Selbstverstaéndlich muB mindestens 
solange evakuiert werden, bis die feste Kohlensiure verdampft ist. Unter den 
angegebenen Bedingungen verdampft die feste Kohlenséure in ungefahr 2 Stunden. 
Wenn man den Exsiccatorhahn 1 Min. zudreht und dann wieder 6ffnet, kann man 
an dem Ton der Pumpe feststellen, ob noch feste Kohlensiure vorhanden ist. 

Ein bis —30° anzeigendes Thermometer, das in das Organpulver von 50¢ 
Organ eingelegt war, zeigte iiber 20 Stdn. eine Temperatur unter 30° an, um dann 
langsam anzusteigen. Die Trocknung von 50 g Organ diirfte nach 36 Stdn. beendet 
sein. Aus Sicherheitsgriinden wurden jedoch immer 48 Stdn. abgewartet. Das 
schlieBlich erhaltene Organpulver fiihlt sich wie ein feiner Puder an. 

Die histologische Untersuchung eines Schnittpriparates durch das Pulver 
nach Paraffineinbettung ergab, daB es aus Zelltriimmern, ganzen Zellen und 
kleineren Zellaggregaten besteht. Ein kleiner Teil des Pulvers zeigte histologisch 
Schrumpfungserscheinungen, wihrend der gréBte Teil davon frei war. 
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Kolorimetrische Bestimmung von Nucleinséure 
Von 
W. KanngieBer 


Aus der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fiir angewandte Chemie, 
Hann.-Miinden 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1952 


Die spezifische Farbung elektrophoretisch auf Papier zerlegter 
Hefenucleinséure mit einer Molybdinblaulésung nach Zinzadze? 
l4Bt sich unter Einhaltung bestimmter Bedingungen zur quantitativen 
Bestimmung von Nucleinséiuren verwenden. Das nach Zinzadze? dar- 
gestellte Reagens wird zu diesem Zweck mit etwa +/, Vol. Wasser so 
verdiinnt, daB 3,5 ccm Reagens 0,2 ccm 1-n.KMnO, verbrauchen. 

Zur Analyse lassen wir in mehreren Parallelen 20 cmm der Nuclein- 
siurelésung auf Streifen von Whatmann I-Papier mit einer bevorzugt 
senkrecht zum Streifen liegenden Saugrichtung ausflieBen, so daB auf- 
recht stehende schwach ovale Flecken entstehen. Die Streifen werden 
kurz bei 100° getrocknet, dann 5—10 Sek. in das verdiinnte, eingestellte 
Reagens getaucht und in mehreren Badern mit Methanol gewaschen, 
bis das letzte Bad neutrale Reaktion zeigt. Nach kurzem Trocknen wird 
die Extinktion im Elphor-H-Gerit nach GraBmann und Hannig* 
gemessen. 

Die Farbung beginnt nach 6 Stdn. zu verblassen, so daB die Streifen 
nicht langer liegen diirfen. Nach 4 Tagen sind die Werte auf etwa 90% 
der Anfangswerte gesunken. Die Flecken sind am Rand stirker gefirbt. 
Dies ist jedoch meBtechnisch nicht von Bedeutung, da bei Abdeckung 
des oberen und unteren Teils des verstirkten Randes entsprechende, 
natiirlich tieferliegende Eichkurven erhalten werden. Der Verlauf der 
Eichkurve zeigt unabhingig von der Herkunft und Art der aufgetragenen 
Nucleinsiure bis zu einer Nucleinsiure-Konzentration von 5% Propor- 
tionalitiét von Konzentration und Extinktion. Abb. 1 zeigt die typische 
Streubreite der Messungen. 

Der durch die Anwesenheit anderer mit dem Reagens anfirbbarer 
phosphorhaltiger Stoffe (z. B. Phosphatide) verursachte Fehler kann 
durch vorheriges Auswaschen dieser Stoffe mit geeigneten Lésungs- 
mitteln eliminiert werden. So haben wir z. B. bis zur 5-fachen Menge 
der Nucleinsiure Lecithin zugesetzt und nach dreimaligem Waschen 
der getrockneten Streifen bei 55° mit 90-proz. Methanol identische 
Werte erhalten (s. Abb. 1: —e—e—e—). 


1 Sch. Zinzadze, Z. Pflanzenernaihr., Diing. Bodenkunde A 16, 126 [1930]; 
28, 447 [1932]; Ind. Engng. Chem. 27, 24 [1935]. 

2 W. KanngieBer, Naturwiss. 38, 503 [1951]. 

3 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
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Abb. 1. Eichkurve von Nucleinsiure. o—o = Ausdialysierte Hefenucleinsaure 
(Merck), +—-+ = Desoxyribonucleinsaure (Bayer-Werke), e—e = Gemisch von 
Hefenucleinsiure und Lecithin (Merck). 


Da sich Lecithin trotz niedrigeren Phosphorgehaltes stérker mit 
dem Reagens anfarbt als Nucleinsiure (s. Abb. 2), hatte sich seine An- 
wesenheit durch erhéhte Werte bemerkbar machen miissen. Es laBt 
sich demnach quantitativ und ohne Verlust an Nucleinséure auswaschen. 
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Abb. 2. Eichkurven (Phosphor) von Hefenucleinsiure (I) und Lecithin (II). 





An Nucleinsiure-EiweiBpriparaten (Gelatine-Nucleinséure mit 
35,7°/, Nucleinséure und Globin-Nucleinsiure mit 45,8°/,) lieB sich der 
Nucleinséiuregehalt mit 38,6°', bzw. 44,3°,, Nucleinséure finden. Da- 
gegen ist der Phosphorgehalt des Caseins und die schwache Blau- 
fairbung, die Fibrinogen* auf Papier mit dem Reagens gibt, zu gering, 
um die Messung auBerhalb der Fehlergrenzen des verwendeten Gerites 
ausreichend genau durchzufiihren. Seren, die 5:1 verdiinnt waren, 
gaben noch Blaufaérbungen, die bei dieser Verdiinnung allerdings an 
der Grenze des MeBbereiches lagen. Die meBbare Nucleinsiurekonzen- 
tration ist aus Abb. 1 zu ersehen. 

Eine starkere, allerdings unspezifische Anfarbung der Nucleinséuren, 
die gut im Elphor-H-Gerat gemessen werden kann, erhalt man tibrigens 
durch Farben in 0,2-proz., 5% Essigsiure enthaltender Victoriablau- 
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lésung und nachfolgendem Wiassern in 10-proz. Essigsiure. Da diese 
Farbung jedoch nur bei Abwesenheit anderer hochmolekularer saurer, 
mit Victoriablau firbbarer Stoffe (z. B. Gerbstoffe, Polyuronide usw.) 
anwendbar ist, wurde bei unseren Untersuchungen hochmolekularer 
Inhaltsstoffe in PreBsiften gesunder und viruskranker Pflanzen der 
spezifischen Anfarbung der Nucleinsiure der Vorzug gegeben. Die Kon- 
zentration an Nucleinsaure in diesen Rohsiéften war ausreichend, um sie 
mit dieser Methode erfassen zu k6nnen. 


Zusammenfassung 


Eine papierkolorimetrische Methode zur quantitativen Bestimmung 
von Nucleinséiuren, Beispiele fiir ihre Anwendung und die Beseitigung 
einiger Fehlerméglichkeiten werden beschrieben. 


* Das Fibrinogen wurde uns freundlicherweise von den Behring-Werken 
iiberlassen. 


Uber die zuckerhaltigen Lipoide des Erythrocytenstromas 
von Mensch und Rind 


Von 
E. Klenk und K. Lauenstein 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Kéln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Oktober 1952) 


Wahrend wir! vor kurzem aus den Formbestandteilen des mensch- 
lichen Blutes ein sehr zuckerreiches Lipoid gewonnen haben, das eine 
ahnliche Zusammensetzung wie die Rindermilz-Ganglioside* zeigte, 
sich aber durch das Fehlen der Neuraminsdure von diesen unterscheidet, 
haben fast gleichzeitig mit uns Yamakawa und Suzuki* iiber das 
Vorkommen eines durch seinen Neuraminsiuregehalt * ausgezeichneten 
zuckerhaltigen Lipoids in dem Erythrocytenstroma des Pferdes berichtet. 
Da das Ausgangsmaterial fiir.unsere Substanz jahrelang unter Aceton 
gelagert hatte und dabei sekundire Veriinderungen, die zu einem Ver- 
lust von Neuraminsiure gefiihrt haben kénnten, durchaus méglich 
waren, haben wir sie noch einmal aus frischem Material, und zwar dies- 
mal aus dem Erythrocytenstroma, dargestellt und erhielten ebenfalls 
wieder dasselbe neuraminsiurefreie Lipoid mit einem noch etwas héheren 


* Die in dem Lipoid der japanischen Forscher als Baustein vorkommende 
Hamataminsaure ist nach den Befunden von E. Klenk u. H. Wolter (noch un- 
veroffentlicht) mit der Methoxylverbindung der Neuraminséure identisch. 

1 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 288, 220 [1951]. 

? E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 273, 253 [1942]. 

3 T. Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry 38, 199 [1951]. 


18* 
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Zuckergehalt als friiher (50% an Stelle von 40% ber. als Galaktose). 
Die analytischen Befunde sprechen fiir ein Gemisch von Lignocery]- 
sphingosin-tri- und -tetrahexosiden, in welche neben Galaktose und 
Glucose Chondrosamin, vermutlich in Form seiner Acetylverbindung, 
eingebaut ist. 

Die friiher geiuBerte Vermutung iiber das gleichzeitige Vorkommen 
von einfachen Cerebrosiden konnte nicht bestiatigt werden. Jedoch 
fanden wir sehr zuckerarme Substanzen, bei welchen es sich wahrschein- 
lich um Gemische des zuckerreichen Lipoids mit Lignoceryl-sphingosin 
handelt. 

Da manches dafiir spricht, da diese bisher unbekannten zucker- 
haltigen Lipoide den Blutgruppensubstanzen nahe stehen und so der 
Frage nach artspezifischen Unterschieden in der Natur derselben ein 
gewisses Interesse zukommen diirfte, haben wir auch noch das ent- 
sprechende Lipoid aus Rinderstroma untersucht.-Es gleicht, wie sich 
herausstellte, der aus Menschenstroma dargestellten Substanz, enthilt 
jedoch statt Chondrosamin Glucosamin. Das gleichzeitige Vorkommen 
von Chondrosamin konnten wir jedoch nicht sicher ausschlieBen. Bei 
einem Gesamtzuckergehalt von 57% (ber. als Galaktose) enthalt die 
Substanz 14—15% Aminozucker und 9—10°% Glucose. Nach dem Er- 
gebnis der hydrolytischen Spaltung kénnte ein Gemisch von Lignoceryl- 
sphingosin-tetra- bzw. -pentahexosiden vorliegen. 

AuBerdem konnten auch kleine Mengen Ganglioside nachgewiesen 
werden. Ein Anhalt fiir das Vorkommen von einfachen Cerebrosiden 
fanden wir auch im Rinderstroma nicht. Jedoch wurde aus zucker- 
&rmeren Fraktionen Lignoceryl-sphingosin isoliert. 


A. Menschenblut 
Darstellung des Erythrocytenstromas 


Von Spenderblut, dem Citrat und fiir klinische Zwecke Kollidon (Bayer- 
Leverkusen) zugesetzt worden war, wurden die Blutkérperchen abzentrifugiert. 
Dieser Blutkérperchenbrei gelangte bei uns zur Aufarbeitung*. Die Zeit von der 
Blutentnahme bis zum Beginn der Aufarbeitung betrug aus technischen Griinden 
1 bis 8 Tage (Eisschrank). Die Erythrocyten wurden viermal mit 0,9-proz. Koch- 
salzlésung gewaschen, wobei jedesmal die iiberstehende Fliissigkeit und die stark 
leukocytenhaltige obere Schicht der Blutkérperchen abgesaugt wurde. In An- 
lehnung an die Vorschrift von Yamakawa und Suzuki*® wurde dann in 4- bis 
5-fachem Vol. Leitungswasser, dem 0,3°%, Hisessig zugesetzt worden war, himoly- 
siert und durch eine etwa 6 cm dicke Watteschicht filtriert. Aus dem Filtrat wurde 
das Stroma abzentrifugiert und auf der Zentrifuge so lange (10—12-mal) mit 
Leitungswasser nachgewaschen, bis kein Farbstoff mehr in Lésung ging. Nach 
zweimaligem Waschen mit dest. Wasser wurde der Stromabrei in gefrorenem Zu- 
stand iiber Schwefelsiure im Vakuum getrocknet. 116 g hellbraune, sehr volumi- 
nése Substanz. Die Ausbeute betrug 0,3—0,4% des Vollblutes. 

Zur Klarung der Frage, ob bei dieser Aufarbeitungsart ein Verlust bzw. eine 
Zerstérung von Gangliosiden eintreten kann, wurde eine kleine Menge (41) Ader- 


* Fiir die Uberlassung dieses Materials sind wir der Medizinischen Klinik 
K6ln-Lindenthal zu groBem Dank verpflichtet. 











un 




















Bd. 291 (1952) 





251 





Zuckerhaltige Lipoide des Erythrocytenstromas 


laBblut unmittelbar nach der Entnahme wie oben beschrieben aufgearbeitet. 
15 g Trockenstroma. 

Weiterhin wurde in einen dritten Ansatz die Methode dahin variiert, daB man 
nach sechsmaligem Waschen der Blutkérperchen und anschlieBender Haimolyse 
das Stroma nicht auswusch, sondern den abzentrifugierten Stromabrei sofort mit 
Aceton entwasserte. 90 g Trockenstroma. 


Extraktion des Stromas 


116g Trockenstroma wurden im, 5-fachen Vol. Chloroform-Methylalkohol 
(1:3 Vol.-Tle.) viermal (1/,, 1/,, 2, 2 Stdn.) unter RiickfluB heiB extrahiert. Die 
Extrakte wurden auf einer Nutsche hei8 abgesaugt. 

Der 1. und der 2. Extrakt wurden vereinigt und im Vakuum unter Einleiten 
von CO, auf ein Drittel ihres Volumens eingeengt. Die bei 0° sich bildenden Ab- 
scheidungen wurden abgenutscht. Sie enthielten fast die gesamte Menge der zucker- 
haltigen Lipoide (Frakt. A). 

7,53 g hellbraune, etwas klebrige Substanz. 

Die Substanz wurde im doppelten Volumen trockenem Ather suspendiert, 
kurz erwarmt und tiber Nacht im Eisschrank gelassen. Das Ungeléste wurde ab- 
sentrifagiont und einmal mit Ather nachgewaschen. 

2,56 g hellgraue Substanz. 

4, '300 (5,702) mg Sbst.: d = 0,5cm, F = 0,0748, E = 0,321 (0,414) (P-Be- 
stimmung nach Teorell*). — 3,5 mg Sbst.: Griinfarbung (Neuraminsaure-Be- 
stimmung nach Klenk u. Langerbeins®). — 5,340 (4,338) mg Sbst. nach Klenk® 
gespalten: 10 (10)-ccm-MeBkélbchen, davon 5 (5) ccm: 3,93 (2,79) ccm n/200-KJO,, 
entspr. 0,550 (0,403) mg Galaktose (Zuckerbestimmung nach Somogyi’). 

Gef. P 1,12 (1,09)%; Neuraminsaéure nicht nachweisbar; Zucker (ber. als 
Galaktose) 20,6 (18,6)%. 

Die Mutterlauge.des 1. und 2. Extraktes wurde zusammen mit dem 3. und 
4, Extrakt im Vakuum stark eingeengt und mit viel Aceton gefallt. Die aceton- 
unlésliche Substanz wurde abgenutscht (Frakt. B). 

5,38 g braune, klebrige Substanz. 

Ste wurde ebenso wie oben beschrieben mit Ather behandelt. 

2,85 g braune Substanz. 

5,1 mg Sbst.: schwache Griinfarbung. — 3,088 (3,529) mg Sbst.: d = 0,5 cm, 
F = 0,0748, E = 0,599 (0,692). — 3,855 (5,104) mg Sbst.: 10 (10)-ccm-MeBkélb- 
chen, davon 5 (5) ccm: 0,82 (1,07) ccm n/200-KJO,, entspr. 0,120 (0,155) mg 
Galaktose. 

Gef. Neuraminsaure nicht nachweisbar; P 2,90 (2,93)%; Zucker (ber. als 
Galaktose) 6,2 (6,1)% 

Das Fallungsaceton der Fraktion B wurde auf dem Wasserbad eingedampft 
und der Riickstand getrocknet (Frakt. C). 

12,30 g schwarzbraune, klebrige Substanz. 

7,615 (6,410) mg Sbst.: d= 0,5cm, F = 0,0735, E = 1,146 (0,981). 

Gef. P 2,21 (2,25)%. 

Insgesamt wurden aus 116g Trockenstroma 25,2 g Lipoid extrahiert oder 
22%. Unter der Annahme, da8 nur das unten beschriebene zuckerhaltige Lipoid 
(50% Zucker) im Stroma vorkommt, errechnet sich aus dem Zuckergehalt der 
Fraktionen A und B die Menge desselben zu 1,3 g oder 1,1% des Trockenstromas. 
Auch in den aus dem Stroma des zweiten und dritten Ansatzes gewonnenen Lipoid- 
fraktionen lieBen sich mit Hilfe der Neuraminséurebestimmung® keine Ganglioside 
nachweisen, 


4 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 
5 E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
6 E. Klenk, diese Z. 267, 136 [1940]. 

7 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 
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Das zuckerhaltige Lipoid 


Zur Aufarbeitung gelangte hier nur die Fraktion A (2,56 g, 20% Zucker), 
Die Substanz wurde aus 100 ccm heiBem Methanol umkristallisiert. 

1,59 g fast weiBe Substanz. 

2,703 (3,171) mg Sbst.: 10(10)-cem-MeBkélbchen, davon 5 (4) cem: 2,45 
(2,24) cem n/200 KJO,, entspr. 0,353 (0,322) mg Galaktose. 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 26,1 (25,4). 

Das noch durch Phosphatide stark verunreinigte Lipoid wurde in dem 6- 
fachen Vol. heiBem Pyridin gelést. Der ban Stehenlassen iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur sich bildende Niederschlag (Sphingomyelinfraktion) wurde abgenutscht 
und das Filtrat iiber eine Saule von 3 g Al,O, (Merck, standardisiert nach Brock- 
mann) geschickt®. Aus der Acetonfallung der im Vakuum eingeengten farblosen 
Pyridinlésung gewannen wir 0,47 g rein weiBe Substanz. 

4,223 (3,608) mg Sbst.: 10(10)-cem-Me8kélbchen, davon 2 (2) ccm: 2,20 
(1,86) cem n/200 KJO,, entspr. 0,315 (0,265) mg Galaktose. — 2 mg Sbst.: reine 
Griinfarbung. — 8,443 (4,502) mg Sbst.: d = 2 cm, F = 0,0714, E = 0,099 (0,056). 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 37,3 (36,7); Neuraminsaure nicht nach- 
weisbar; P 0,04 (0,04)%. 

Die Substanz enthielt jetzt noch zuckerirmere Anteile. Sie wurde deshalb 
mit dem 100-fachen Vol. 95-proz. Aceton dreimal je 20 Min. mit anschlieBender 
HeiBfiltration durch dasselbe Filter ausgekocht. Das Filtrat der letzten Aus- 
kochung und der Riickstand hatten denselben Zuckergehalt (49%). 

0,19 g Riickstand (a). 0,23 g acetonléslicher Anteil (b). “ 

Ks gelang uns nicht, durch wiederholtes Auskochen der Substanz b mit Ather 
oder Aceton eine Fraktion mit dem Zuckergehalt der einfachen Cerebroside dar- 
zustellen. Es zeigte sich, daB die zuckerarmeren Fraktionen Gemische aus sehr 
zuckerarmer (1—4% Zucker) und der dargestellten zuckerreichen Substanz (50°, 
Zucker) waren. Auf den Versuch, aus der zuckerarmen Fraktion Lignocery]-sphin- 
gosin darzustellen, muBte wegen Substanzmangel verzichtet werden. 

Der Riickstand (a) wurde aus 10 cem Methanol umkristallisiert. 

0,12 g rein weiBe Substanz. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 65° im Hochvakuum iiber P,O, getrocknet. 
(5,192 mg Sbst.: 0,280 mg Gewichtsverlust.) 4,912 mg Sbst.: 10,925 mg CO, und 
4,150 mg H,O und 0,010 mg Riickstand. — 3,710 (3,730) mg Sbst. : 0,555 (0,565) ccm 
n/100-HCl (Mikro-Kjeldahl). — 2,236 (2,749) mg Sbst.: 10 (10)-cem-MeBkélbchen, 
davon 4 (3) ccm: 3,13 (2,90) cem n/200-KJO,, entspr. 0,443 (0,414) mg Galaktose. 





; 
o/ °/o 


VC | YH 1 oN Lye Hexosamin- 
si is ee Zucker + hydrochlorid 























CgoH1130i1gN (1136,5)* . . .| Ber. | 63,40 | 10,02 | 1,23 |47,6 _ 
CogHy26023N. (1339,7)** . .| Ber. | 60,96 | 9,48 | 2,09 |53,8 16,1 
Gef. | 60,81 | 9,47 | 2,10 |49,5 11,2 
2,12 |50,2 11,4 
12,4 
Lignocery]-Gangliosid aus 
Rindermilz?. ...... Gef. | 59,3 | 9,2 2,07 |39,4 (39,1)| positiv 
Das friiher? aus Menschenblut 
dargestellte Lipoid. . . .| Gef. | 59,82 | 10,01 | 1,86 |40,5 10,3 
59,82 | 9,95 | 1,80 |40,7 9,9 


* Lignoceryl-sphingosin-trihexosid. 
** Lignoceryl-sphingosin-acetylchondrosamin-trihexosid. 
t Ber. als Galaktose. 


8 Vgl. E. Klenk, diese Z. 278, 76 [1942]. 
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— 0,669 (0,667, 0,527) mg Sbst.: d = 3 cm, F = 0,348, E = 0,646 (0,658, —— 
entspr. 74,9 (76,3, 65,1) y Hexosamin-hydrochlorid (Hexosamin-Bestimmung nach 
Elson und Morgan, modifiziert von ‘Blix®). 

Rein weiBe, asche- und P-freie Substanz. Sie zeigt dasselbe Léslichkeits- 
verhalten wie das friiher von uns aus Menschenblut dargestellte zuckerreiche Lipoid. 
Aus heiBem Methanol scheidet sie sich in Spharolithen ab. Die Orcinprobe auf 
Neuraminsaure ist negativ. 


Pa 
5 











t 
ee. . i 


Abb. 1. Aminozucker-Papierchromatogramm der zuckerreichen Lipoide aus 
Menschen- und Rinder-Erythrocytenstroma. 1-proz. Chondrosaminhydrochlorid- 
lésung dargestellt aus Chondroitinschwefelsaure (1), Hexosaminhydrochloridlésung 
aus Menschenstroma (2), Hexosaminhydrochloridlésung aus Rinderstroma (3), 
1-proz. Glucosaminhydrochloridlésung, Hoffmann-La Roche (4), Lésung enthal- 
tend 1°/, Glucosaminhydrochlorid und 1°/, Chondrosaminhydrochlorid (5). 





Spaltprodukte. Es wurde nur die papierchromatographische Identifi- 
zierung des Aminozuckers wiederholt. 

120 mg Sbst. wurden in 2 ccm konz. Salzséure 14 Stdn. bei 105° im Bomben- 
ofen erhitzt. Die Lésung wurde in ein Schliffkolbchen iiberspiilt und die Salzsiure 
durch wiederholtes Einengen im Vakuum entfernt. Dann wurde mit etwas Tier- 
kohle versetzt und durch ein gehartetes Filter filtriert. Das Filtrat wurde ein- 
gefroren und im Exsikkator iiber Schwefelsiure in Gegenwart von etwas Atznatron 
getrocknet. Aus dem braunen Riickstand wurde eine etwa 1-proz. Hexosaminlésung 
hergestellt. 

Papierchromatographie!®: Butanol-Kisessig (4:1 Vol.-Tle.) mit dem gleichen 
Volumen Wasser ausgeschiittelt. Papier: Schleicher & Schiill, Nr. 2043a. Lauf- 
zeit: Absteigend 65 Stdn.; Farbung: 0,2- i Ninhydrinlésung in wassergesattigtem 
Butanol. 


® G. Blix, Acta chem. scand. 2, 467 [1948]. 
10 §. M. Partridge, Nature [London] 158, 270 [1946]; Biochem. J. 42, 238 
[1948]. 
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In sémtlichen Chromatogrammen liegt der umschriebene Hexosaminfleck 
der untersuchten Lésung auf der Héhe des Chondrosamins (Abb. 1). Kontrollen, 
die nach Elson und Morgan bzw. mit ammoniakalischem Silbernitrat entwickelt 
wurden, zeigten dasselbe Bild. 


B. Rinderblut 


Darstellung des Erythrocytenstromas 


200 1 frisches Rinderblut wurden defibriniert und zur Entfernung des Fibrins 
gesiebt. Dann wurde noch auf dem Schlachthof das Serum in einer kontinuierlichen 
Blutzentrifuge abgetrennt. 75—801 Blutkérperchen hamolysierten wir dann, 
nachdem sie aus technischen Griinden 4 Tage bei + 2° gestanden hatten, in Por- 
tionen von 251 in einer groBen Trommelzentrifuge* (Fassungsvermégen 1201, 
Radius 0,6 m) mit dem vierfachen Vol. Leitungswasser, dem 0,3% Eisessig zu- 
gesetzt wurde. Das Stroma wurde 50 Min. bei 1600 Touren abzentrifugiert. Die 
relativ kleine Menge Stroma wurde nun mit einem groBen Volumen Leitungswasser 
(1201) zweimal nachgewaschen, zweimal in Aceton entwassert, und, nach Ent- 
fernung des Acetons mit Ather, an der Luft getrocknet. Die Substanz wurde dann 
im Exsikkator iiber Schwefelsiure nachgetrocknet. 610g rotbraunes Trocken- 
stroma (Aufarbeitung I). Ausbeute 0,3% des Vollblutes. 

Weiterhin stellten wir 130 g Rinderstroma in kleinen Portionen aus insgesamt 
37 1 Blut unmittelbar nach dem Tod der Tiere nach der Methode dar, wie sie oben 
fiir den Hauptansatz des menschlichen Erythrocytenstromas beschrieben wurde 
(Aufarbeitung II). Ausb. 0,35% des Vollblutes. 


Extraktion des Stromas 


610 g Trockenstroma (Aufarbeitung I) behandelten wir ebenso, wie bei der 
Extraktion des menschlichen Stromas beschrieben. Allerdings extrahierten wir 
vor der Methanol-Chloroform-HeiBextraktion einmal mit kaltem Ather im Soxhlet. 
Dabei ging nur efMfe Spur zuckerhaltige Substanz in Lisung (0,72 g, 1,4% Zucker). 
Die bei 0° sich bildenden Abscheidungen der im Vakuum eingeengten Methanol- 
Chloroform-Extrakte wurden abgenutscht und getrocknet. Der Zuckergehalt, der 
in den Abscheidungen eines jeden Extraktes bestimmt wurde, lag zwischen 7 und 
13% (ber. als Galaktose). Insgesamt bekamen wir so 28,6 g hellbraune Substanz. 
Nur dieses Priparat wurde weiter aufgearbeitet, da der Zuckergehalt der durch 
Acetonfallung der eingeengten Mutterlaugen gewonnenen Phosphatid-Fraktion 
sehr gering war (20,3 g dunkelbraune, etwas klebrige Substanz, 1,5% Zucker). 

Unter der Annahme, da8 nur das unten beschriebene zuckerreiche Lipoid 
(57% Zucker) im Rinderstroma vorkommt, berechnet sich aus dem Zuckergehalt 
der einzelnen Rohfraktionen die Menge desselben zu 4,2 g oder 0,7% des Trocken- 
stromas. 

Das zuckerhaltige Lipoid 

28,6 g wurden aus heiBem Pyridin umkristallisiert und der beim Stehenlassen 
bei 20° sich bildende Niederschlag (Sphingomyelin-Fraktion) abgenutscht. Die 
aus der eingeengten Pyridinlésung durch Acetonfillung gewonnene Substanz 
wurde dann, da sie noch sehr viel Farbstoff enthielt, in dem 50-fachen Vol. Methanol- 
Chloroform (3:1 Vol.-Tle.) gelést. Dabei blieb in der Hitze eine weiBe voluminése 
Substanz ungelést, die hei8 abfiltriert wurde (a). Das Filtrat wurde nach Reinigung 
durch Fallung mit Cadmiumacetat"™ im Vakuum eingeengt und die bei 0° sich bil- 
dende noch schwach verfarbte Masse abgenutscht und getrocknet (b). 

0,67 g Substanz (a). 

5,127 (4,575) mg Sbst.: 0,90 (0,81) cem n/100-HCl. — 5,009 (4,931) mg Sbst.: 
d = lem, F = 0,0772, E = 0,144 (0,160). — 3,570 mg Sbst.: 10-cem-MeBkélbchen, 


* Wir danken der Firma A. Nattermann & Cie., Kéln-Braunsfeld, fiir die 


freundliche Uberlassung ihrer Zentrifuge. 
11 Vgl. E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 267, 145 [1940]. 
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davon 2 (2) ccm: 3,06 (3,08) ccm n/200-KJO,, entspr. 0,435 (0,435) mg Galaktose. 
— 0,905 (0,945) mg Sbst.: d = 2 cm, F = 0,522, E = 0,670 (0,674), entspr. 0,175 
(0,176) mg Hexosamin-hydrochlorid. — 0,346 mg Sbst.: reine Griinfarbung. 

Gef. N 2,46 (2,48)% ; P 0,22 (0,25)% ; Zucker (ber. als Galaktose) 61,0 (61,0)% ; 
Hexosamin-hydrochlorid 19,3 (18,6)%; Neuraminsaure nicht nachweisbar. 

Braune, pulverige Substanz, die in den iiblichen organischen Lésungsmitteln 
und in Wasser unléslich ist. Sie ist léslich in heiBem wasserigem Pyridin. Eine 
weitere Reinigung dieser auBerordentlich kohlenhydratreichen Substanz, die noch 
stark verunreinigt war, ist uns nicht gelungen. 

4,66 g Substanz b (P 0,4%) wurde zur Entfernung der P-haltigen Verun- 
reinigungen wie tiblich nach Umkristallisation aus Pyridin iiber eine Siule von 
Aluminiumoxyd geschickt. 1,30 g. 

5,090 (3,476) mg Sbst.: d = 2 cm, F = 0,0772, E = 0,059 (0,071). — 3,095 
(1,753) mg Sbst.: 10 (10)-cem-MeBkélbchen, davon 2 (3) cem: 1,23 (1,85) cem 
n/200-KJO3, entspr. 0,180 (0,265) ing Galaktose. — 0,606 mg Sbst.: reine Griin- 
farbung. 

Gef. P 0,04 (0,08)%; Zucker (ber. als Galaktose) 29,1 (30,3)%; Neuramin- 
siure nicht nachweisbar. 

Zur Entfernung zuckerarmerer Anteile wurde wie oben mit dem 150-fachen 
Vol. 95-proz. Aceton je 20 Min. so oft ausgekocht (5-mal), bis die Substanz aus dem 
letzten Acetonextrakt denselben Zuckergehalt wie der Riickstand hatte (0,63 g 
acetonléslicher Anteil, 11—55% Zucker.) 

0,47 g Riickstand. 

2,834 (2,482) mg Sbst.: 10(10)-ccm-MeBkélbchen, davon 2 (2) ccm: 2,17 
(1,91) cem n/200-KJO,, entspr. 0,310 (0,275) mg Galaktose. — 4,932 (4,041) mg 
Sbst.: d = 2cm, F = 0,0807, E = 0,030 (0,022). 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 54,7 (55,4)% ; P 0,02 (0,02)%. 

Die Substanz wurde aus 75 ccm Methanol-Chloroform (2:1 Vol.-Tle.) um- 
kristallisiert (0,14 g). Nach weiterem Einengen der Mutterlauge im Vakuum er- 
neut Abscheidungen (0,24 g). Die eingeengte Mutterlauge wurde mit Aceton gefiallt 
(0,07 g). 

Der Zuckergehalt in diesen drei Fraktionen war gleich (54—55% ). Eine weitere 
Fraktionierung der Substanz war mit unseren Methoden nicht mdglich, und die 
drei Fraktionen wurden wieder vereinigt (0,41 g). 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 65° iiber P,O; ge- 
trocknet (5,050 mg Sbst.: 0,265 mg Gewichtsverlust). 4,785 mg Sbst.: 10,465 mg 
CO, und 3,930 mg H,O. — 5,980 (4,527) mg Sbst.: 0,870 (0,670) cem n/100-HCI. 
— 2,224 (2,651) mg Sbst.: 10(10)-ccm-MeBkélbchen, davon 4 (3) ccm: 3,66 
(3,20) cem n/200-KJO,, entspr. 0,508 (0,453) mg Galaktose. — 0,716 (0,521, 
0,592) mg Sbst.: d= 3cm, F = 0,348, E = 0,851 (0,656, 0,762), entspr. 98,7 
(76,1, 88,4) y Hexosamin-hydrochlorid. 








% , 
%C | %H | %N | Zucker* nistiene 
hydrochlorid 
CosHy2g023N2 (1339,7)* . .| Ber. | 60,96 | 9,48 | 2,09 [53,8 16,1 
Cz4Hy3g02gN. (1501,8)** . .| Ber. | 59,18 | 9,13 | 1,87 |60,0 14,4 
Gef. | 59,65 | 9,19 | 2,04 [57,1 13,8 
2,07 |57,0 14,6 
14,9 
Lignoceryl-Gangliosid aus 
Rindermilz?. ...... Gef. | 59,3 9,2 | 2,07 |39,4 (39,1)| positiv 




















* Lignoceryl-sphingosin-acetylglucosamin-trihexosid. 
** Lignoceryl-sphingosin-acetylglucosamin-tetrahexosid. 
+ Ber. als Galaktose. 
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Rein weiBe, P- und aschefreie Substanz. Sie zeigt dasselbe Léslichkeitsver- 
halten wie das aus menschlichem Stroma dargestellte zuckerreiche Lipoid, in 
heiBem Aceton jedoch ist sie noch schwerer léslich als dieses. Aus heiBem Methanol 
scheidet sie sich in Form von Spharolithen ab. Die Orcinprobe auf Neuraminsaure 
ist negativ. : 

Spaltprodukte. 240 mg Subst. wurden in genau der gleichen Weise wie 
friiher! angegeben behandelt. 

Nach der Spaltung mit waBriger Salzsiure betrug die Menge der fast weiBen 
wasserunléslichen Spaltprodukte 121 mg (50° der gespaltenen Substanz). 

Zucker: Das Filtrat, das die wasserléslichen Spaltprodukte enthielt, wurde 
auf 10 ccm aufgefiillt. 

In der Halfte des Filtrates wurden die Neutralzucker mit konz. Salzsiure 
zerstort und aus der Aminozuckerfraktion eine etwa 1-proz. Lésung zur Papier- 
chromatographie verwandt (Abb. 1). In simtlichen Chromatogrammen liegt der 
Aminozuckerfleck auf der Héhe des Glucosamin-hydrochlorids. Er zeigt ebenso 
wie die Glucosamin-hydrochlorid-Testsubstanz (Hoffmann-La Roche) eine Schwanz- 
bildung bis in Héhe des Chondrosamin-hydrochlorids. In einigen Fallen zeigten 
beide Substanzen hier auch einen zweiten deutlichen Fleck. 

In der zweiten Halfte des Filtrates wurden die Chlorionen in der iiblichen 
Weise entfernt. 1,7 ccm Zuckerlésung. 

1. Garwert. 
0,5 (0,5) com im Lohnsteinschen Apparat 4 Stdn. mit Hefe bei 38°. Gef. 
Glucose 0,51 (0,55)%. 

. Hexosaminbestimmung. 

0,1 (0,1) com im 10 (10)-cem-MeBkélbchen bis zur Marke auffiillen, davon 

1,5 (1,5)cem zur Bestimmung: d= 3cm, F = 0,369, E = 0,697 (0,697), 

entspr. 85,7 (85,7) y Hexosamin-hydrochlorid. Gef. Hexosamin-hydrochlorid 

0,57 (0,57)%. 

Wie frither! wurde gefunden, daB bei einer halbstiindigen Spaltung mit 
10-proz. wasseriger Salzsiure nur ein Teil des Aminozuckers abgespalten wird. 
Der hier gefundene Wert liegt im Vergleich zu Werten, die man nach 14-stdg. 
Spalten der Gesamtsubstanz erhalt, um etwa 25% zu tief. 

3. Reduktionswert. 

0,1 (0,1) cem im 10 (10)-ccm-MeBkélbchen bis zur Marke auffiillen, davon 

1 (1) ccm: 2,13 (2,15) ccm n/200-KJO,, entspr. 0,303 (0,308) mg Galaktose. 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 3,03 (3,08)°%. 

. Papierchromatographie. 

Butanol-Eisessig (4:1 Vol.-Tle.) mit demselben Vol. Wasser ausgeschiittelt. 

Papier: Schleicher & Schiill, Nr. 602h: P. Laufzeit: absteigend 110 Stdn.; 

Farbung: Anilinphthalat”. 

AuBer dem Galaktosefleck ist ein schwicherer Glucosefleck ausgebildet 
(Abb. 2). 

Fettsaiuren: 60 mg Fettsiuremethylester oder 25% der gespaltenen Sub- 
stanz. Schmp. 50—51°. Daraus 53 mg freie Fettsiuren. Schmp. 72— 73°. Durch 
Umkristallisieren aus Aceton gewannen wir 32 mg rein weiBe Kristalle. Schmp. 
76°. Die Substanz gab mit reiner Lignocerinsiure keine, mit reiner Behensaure 
eine deutliche Schmelzpunktdepression. 

6,964 (6,971) mg Sbst.: 1,933 (1,922) cem n/100-methylalkoholische NaOH. 
— 9,379 mg Sbst.: 0,12 cem n/10-Bromlésung. 

C,.H,4,0.. Ber. Aquiv.-Gew. 340,6. ” 

C.4H,,0,. Ber. Aquiv.-Gew. 368,6. Gef. Aquiv.-Gew. 360,3 (362, 8); Jod- 
zahl 16,2. 

Aus der Mutterlauge gewannen wir 11 mg einer gelben, klebrigen Saure. 
Schmp. 54— 55°. 

5,501 mg Sbst.: 0,25 ccm n/10-Bromlésung. Gef. Jodzahl 57,7. 

Sphingosin: 39 mg weiBe Substanz oder 16% der gespaltenen Substanz. 


12 §.M. Partridge, Nature [London] 164, 443 [1949]. 
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Daraus 30 mg Sphingosinsulfat. Nach Umkristallisieren aus heiBem Athanol 5 mg 
rein weiBe Substanz. 
1,348 mg Sbst.: 0,325 cem n/100- HCl. 
(Crsts702 N),*H,SO,. Ber. N 4,02%. Gef. N 3,38%. 
r N-Wert ist zu niedrig, wegen ‘Substanzmangel konnte aber eine weitere 
PR und Identifizierung nicht vorgenommen werden. 


aD Peek. iy 
Cie Sa ee ee 


Abb. 2. Papierchromatogramm des Neutralzuckergemisches, gewonnen aus dem 

zuckerreichen Lipoid des Rinder-Erythrocytenstromas. 3-proz. Zuckerlésung aus 

dem Lipoid (1), 2-proz. Galaktoselésung (2), 2-proz. Glucoselésung (3), Lésung 
enthaltend 2°/, Galaktose und 2°/, Glucose (4). 


Die zuckerfreie Substanz 


In der Absicht, méglichst einheitliche zuckerérmere Substanzen darzustellen, 
vereinigten wir alle angefallenen Fraktionen mit niedrigem Zuckergehalt, die teils 
aus den acetonléslichen Anteilen des zuckerreichen Lipoids stammten, teils aus 
der ,,Sphingomyelinfraktion’ durch mehrmaliges Umkristallisieren aus Pyridin 
und anschlieBendem Reinigen auf einer Aluminiumoxydsaule isoliert wurden. 
0,94 g rein weiBe Substanz. 

3,949 (5,402) mg Sbst.: 10 (10)-cem-MeBkélbchen, davon 5 (4) ccm: 1,62 
(1,82) cem »/200-KJO ,, entspr. 0,233 (0,260) mg Galaktose. — 4,210 (4,039) mg 
Sbst.: d = 2em, D = 100 (100)%. 

Gef. Zucker (ber. als Galaktose) 11,8 (12, 1)%3 P 0,00°,. 

Die Substanz wurde im Zentrifugenglas in 100 cem Ather suspendiert und 
30 Min. unter Riickflu8 auf dem Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur wurde das Ungeléste abzentrifugiert, die atherische Schicht in ein 
Schalchen dekantiert und eingedampft. Nach 4-maliger Atherextraktion war der 
Zuckergehalt des Atherunléslichen (0,26 g) auf 37% angestiegen. Die Fraktionen 
der atherléslichen Substanz (zusammen 0,5 g) enthielten 1— 3°% Zucker. Zur Ent- 
fernung der zuckerhaltigen V: erunreinigungen erwies sich folgendes Verfahren als 
das beste: Die Substanz wurde in dem £0-fachen Vol. Ather-Methanol (9:1 Vol.- 
Tle.) heiB gelést, einige Stunden bei 0° stehengelassen, und die dabei ausgefallenen 
Anteile abgetrennt. Das Filtrat wurde durch eine Saule, die mit der dreifachen 
Menge Aluminiumoxyd beschickt war, gedriickt. Aus dem Filtrat 0,30 g rein weiBe 
Substanz. Schmp. 86— 87°. Molisch auch nach langerem Stehen negativ. Nach 
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2-maligem Umkristallisieren aus Ather-Methanol (5:1 baw. 9:1 Vol.-Tle.) 101 mg. 
Sehmp. 91° (Schmp. von Lignoceryl-sphingosin : 90,5°)*. 

Die Substanz wurde zur Analyse im Hochvakuum bei 50—60° iiber P.O, 
getrocknet (4,786 mg Sbst.: kein Gewichtsverlust). — 4,786 mg Sbst.: 13,545 mg 
CO, und 5,370 mg H,O. — 3,488 (3,579) mg Sbst.: 0,522 (0,537) cem n/100-HCI. 

C4.H,30,N (650,1)*. Ber. C 77,59, H 12,87, N 2,16. 

Gef. C 77,22, H 12,56, N 2,09 (2,10). 

Rein weiBe, zucker- und P-freie Substanz, die in Drusen kristallisiert. Sie ist 

im kaltem Ather schwer, in siedendem Ather gut und in Methanol sehr leicht léslich. 


Die Gangliosid-Fraktion 


130 g Trockenstroma (Aufarbeitung II) wurden wie im Hauptansatz extra- 
hiert. Die zuckerhaltigen Abscheidungen aus den eingeengten Methylalkohol- 
Chloroform-Extrakten wurden aus Methylalkohol-Chloroform (1:1 Vol.-Tle.) um- 
kristallisiert und, nach Abtrennung der ,,Sphingomyelinfraktion“ aus Pyridin, 
iiber eine Aluminiumoxydsiule geschickt. Da die Substanz danach noch P-haltig 
war, wurde sie der Reinigung durch — mit Cadmiumacetat unterworfen und 
aus Methylalkohol umkristallisiert. 0,13 g 

4,120 (3,305) mg Sbst.: d = 2 cm, - = 0,0789, E = 0,281 (0,238). — 0,289 
(0,370) mg Sbst.: d= 5cm, E = 0,457 (0,444), entspr. 24,5 (23,5) y Neuramin- 
siure. — 2,164 (2,218) mg Sbst.: 10(10)-ccm-MeBkélbchen, davon 4 (5) ccm: 
2,90 (3,76) ccm n/200 KJOg, entspr. 0,415 (0,525) mg Galaktose. — 1,166 (1,079) mg 
Sbst.: d = 2cm, E = 0,522, E = 0,461 (0,477), entspr. 0,120 (0,124) mg Hexos- 
amin-hydrochlorid. 

Gef. P 0,27 (0;28)% ; Neuraminsaure 8,5 (6,4)% %o 3 Zucker (ber. als Galaktose) 
47,9 (47,4)%; Hexosamin-hydrochlorid 10,3 (11,5)%. 

Eine weitere Aufarbeitung war wegen Substanzmangel nicht méglich. Es ist 
aber wahrscheinlich, daB neben dem oben beschriebenen zuckerreichen Lipoid im 
Rinderstroma auch kleinere Mengen neuraminsdurehaltiger Lipoide vorkommen. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 
Zusammenfassung 


1. Aus dem Erythrocytenstroma des menschlichen Blutes wurde 
ein zuckerreiches Lipoid dargestellt, das in seinen Eigenschaften einem 
friiher von uns aus Menschenblut dargestellten Lipoid gleicht. Das 
Vorkommen von Chondrosamin als Baustein dieses Lipoids und das 
Fehlen von Neuraminséure wurde bestitigt. 

2. Aus Rinder-Erythrocytenstroma wurde ebenfalls ein zucker- 
reiches Lipoid isoliert, das sich jedoch in einem Teil seiner Bauelemente 
von dem aus Menschenstroma dargestellten Lipoid unterscheidet. Als 
Spaltprodukte wurden erhalten: Fettsiuren (hauptsichlich Lignocerin- 
siure) 25%, Sphingosin 16%, Zucker 56—57%. Das Zuckergemisch 
besteht aus Galaktose, Glucose und Glucosamin. 

Es konnte das Vorhandensein von kleinen Mengen Gangliosiden 
festgestellt werden. 

3. DieUntersuchungsergebnisse weisen auf artspezifische Unterschiede 
in der chemischen Zusammensetzung dieser durch ihre Kohlehydrat- 
komponente den Blutgruppensubstanzen nahestehenden Lipoide hin. 


13 §, J. Thannhauser u. E. Frankel, diese Z. 208, 183 [1931]. 
* Lignoceryl-sphingosin. 
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Uber die zuckerhaltigen Lipoide des Erythrocytenstromas vom Pferde* 
Von 
E. Klenk und H. Wolter 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. November 1952) 


Aus dem Stroma von Pferdeerythrocyten isolierten Yamakawa 
und Suzuki! ein gangliosidartiges Lipoid, welches als Bausteine Ligno- 
cerinsiure, Sphingosin, Galaktose und Prihimataminsiure im molaren 
Verhaltnis 1:1:2:1 enthalten soll. Die Prihimataminsiure wird bei der 
hydrolytischen Saurespaltung des Lipoids unter starker Huminbildung 
zerstért, 14Bt sich aber ebensé wie die Neuraminsiure” der Ganglioside 
nach der Spaltung mit methanolischer Salzsiure in Form ihrer kristalli- 
sierten, stabilen Methoxylverbindung (Himataminsiure) fassen. Das 
Spaltprodukt gibt auch alle anderen fiir die Neuraminsiure charak- 
teristischen Farbreaktionen. Ebenso haben beide Substanzen fast die- 
selbe elementare Zusammensetzung. Gegen ihre Identitat sprachen nur 
die sich widersprechenden Angaben iiber die Bindungsfihigkeit des 
Kristallwassers und itiber das Reduktionsvermégen nach dem Kochen 
mit waBriger Salzséure. 

Da die aus dem Erythrocytenstroma vom Mensch und Rind? ge- 
wonnenen neuraminsdurefreien Glykolipoide, ebenso wie die aus ver- 
schiedenen Quellen gewonnenen Gangliosidpraiparate, als Zuckerkompo- 
nenten auBer Galaktose noch Hexosamin* und Glucose® enthielten,war 
es naheliegend, auch das Himatosid auf seinen eventuellen Gehalt an 
anderen Zuckern als Galaktose zu priifen. 

Bei dem Versuch, die noch offenen Fragen zu kliren, konnten wir 
die interessanten Befunde der japanischen Forscher im wesentlichen 
bestitigen. Ein Lipoid von den Eigenschaften des Himatosids konnten 
wir, nach Abtrennung eines neuraminsiurefreien Glykolipoids, tiber 
dessen Vorhandensein Yamakawa und Suzuki nicht berichtet haben 
und das wahrscheinlich in ihrem Hamatosidpraiparat noch enthalten 
war, ohne gréBere Schwierigkeiten gewinnen. Als Zuckerkomponenten 
stellten wir auBer Galaktose noch Glucose fest. Hexosamin fehlt da- 
gegen. Einer Anregung des einen von uns folgend haben Yamakawa 
und Suzuki® ihre Substanzen ebenfalls noch in entsprechender Weise 
geprift und kommen dabei zu demselben Ergebnis wie wir. 


* Auszug aus der Dissertation von H. Wolter, Koéln 1953. 

1 T. Yamakawau.S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] #8, 199 [1951]. 

2 E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 

3’ E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 288, 220 [1951]; 291, 249 [1952]. 

* a) G. Blix, Skand. Arch. Physiol. 80, 46 [1938]; b) G. Blix, L. Svenner- 
holm u. I. Werner, Acta chem. Scand. 4, 717 [1950]; c) E. Klenk, diese Z. 
288, 216 [1951]. ‘ 

5 a) E. Klenk, diese Z. 273, 76 [1942]; b) E. Klenk u. F. Rennkamp, 
diese Z. 272, 253 [1942]; c) E. Klenk, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1632 [1942]. 

° T. Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 29, 175 [1952]. 
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Was die Natur der Haimataminsiure betrifft, so ist die von uns 
gewonnene Verbindung in jeder Hinsicht mit der aus den Gangliosiden 
erhaltenen kristallisierten Methoxylverbindung der Neuraminséure* 
identisch. Seinen charakteristischen Eigenschaften nach muB das Ha- 
matosid der Pferdeerythrocyten ganz unabhingig von der noch weit- 
gehend ungeklairten chemischen Konstitution dieser Gruppe von Li- 
poiden als ein Gangliosid bzw. Gangliosidgemisch angesprochen werden. 
Wihrend die Ganglioside des Nervengewebes und der Rindermilz sich 
als hexosaminhaltig herausgestellt haben, begegnete man hier erstmals 
hexosaminfreien Gangliosiden. 


Wie oben schon erwahnt, fanden wir auBer dem Gangliosid im 
Stroma der Pferdeerythrocyten noch ein neuraminsiurefreies Glykoli- 
poid, das in fast ebenso groBen Mengen wie jenes vorkommt und dessen 
Zusammensetzung etwa einem Lignoceryl-(Nervonyl-)sphingosin-di- 
hexosid entspricht. Es ist ebenso wie das Himatosid hexosaminfrei und 
enthilt als Zuckerkomponenten Galaktose und Glucose. 


Die Darstellung der Glykolipoidfraktionen 


Zur Gewinnung des Stromas wurde in ahnlicher Weise wie bei Yamakawa 
und Suzuki vorgegangen, nur daB das feuchte Stroma mit Aceton entwassert 
und im Soxhlet erschépfend mit Ather extrahiert wurde. 3001 defibriniertes 
Pferdeblut ergaben 2740 g Trockenstroma. 


Dem Trockenstroma (€00 g) entzog man die Lipoide durch wiederholtes Aus- 
kochen mit Chloroform-Methanol (1:3 Vol.-Tle.). Aus den stark eingeengten 
ixtrakten fiel die Hauptmenge der Glykolipoide im Kiihlschrank aus. Die ab- 
gesaugte und nochmals aus Chloroform-Methanol umkristallisierte Substanz wurde 


* Die Bemerkung von Yamakawa und Suzuki®, daB von mir zwei ver- 
schiedene Substanzen mit dem Namen Neuraminsaure bezeichnet werden, ist mir 
unverstandlich. Nachdem es sich herausgestellt hatte5a, daB die gewonnene kristalli- 
sierte Verbindung eine Methoxylgruppe enthielt, die offensichtlich bei der Ganglio- 
sidspaltung mit methanolischer Salzsaiure eingetreten ist, wurde der Name Neur- 
aminséure von mir nur noch fiir das eigentliche methoxylfreie Spaltprodukt 
gebraucht. 

Ebenso unverstandlich ist mir die Angabe, wonach ich die Neuraminsaure 
als eine Monoaminodicarbonsaure angesprochen hatte. In der von. Yamakawa 
und Suzuki zitierten Arbeit? heiBt es, daB der Bruttoformel nach eine rein alli- 
phatische Polyoxydicarbonséure vorliegen kénnte, daB jedoch die hohe Saure- 
empfindlichkeit und die Farbreaktionen das Vorhandensein von reaktionsfahigeren 
Gruppen wahrscheinlich machen. Spater wurde von mir®* angenommen, daB die 
Neuraminsaure eine reaktionsfahige Carbonylgruppe enthalt, wodurch sie ebenso 
wie die Zucker zur Glykosidbildung befahigt wird. An anderer Stelle? wurde die 
Neuraminséure von mir als eine bisher unbekannte Aminosaéure angesprochen, 
welche durch Spaltung der Ganglioside mit methanolischer Salzsiure in Form 
eines Methoxylderivates von der Formel C,,H,,NO, gefaBt werden konnte. Es 
wurde hier gleichzeitig noch ausdriicklich erwahnt, daB es sich wohl um das Methy]- 
glykosid einer Oxo-polyoxy-aminosaure handeln diirfte. 

Die Méglichkeit, daB eine Monoaminodicarbonsaure vorliegt, wurde also gerade 
umgekehrt wie Yamakawa und Suzuki angeben, von mir von vornherein als 
wenig wahrscheinlich angesehen. E. Klenk. 

7 E. Klenk in Naturforschung und Medizin in Deutschland 1939— 1946 
(FIAT-Review of German Science), Bd. 60, S. 246. 
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in heiBem Pyridin gelést. Nach Abtrennung der beim Abkiihlen ausfallenden 
Sphingomyelinfraktion wurde zur Entfernung der letzten Phosphatidreste die 
Lésung durch eine Aluminiumoxydsiule geschickt. Aus der im Vakuum stark 
eingeengten Lésung fiel mit Aceton das praktisch phosphatidfreie Glykolipoid 
aus. Ausbeute etwa 8 g. 

5,107 (8,273) mg Sbst.: E = 0,0223 (0,0402), d = 3 (3) cm, entspr. 0,00056 
(0,00101) mg P (nach Teorell®). — 0,9568 (0,9714) mg Sbst.: 1,87 (1,92) ccm 
n/200 KJOg, entspr. 0,267 (0,275) mg Galaktose (nach Klenk®) gespalten, Zucker- 
bestimmung nach Somogyi?®). — 0,326 (0,275) mg Sbst.: E = 0,668 (0,532), 
d = 5 (5) em, entspr. 36,5 (28,5) y Methoxylverbindung der Neuraminsaure (nach 
Klenk u. Langerbeins?»). 

Gef.: P 0,011%, Zucker (ber. als Galaktose) 27,9 (28,3)%, Neuraminsaure 
(Methoxylverb.) 11,2 (10,4)%. 

Dieses praktisch phosphatidfreie Glykolipoid, das seiner Darstellung nach 
etwa dem Hamatosid von Yamakawa und Suzuki entsprochen haben muBte*, 
bestand aus einem acetonléslichen und einem acetonunléslichen Anteil. Zur 
Trennung der beiden Anteile wurde die Substanz wiederholt mit Aceton, dem 
5% Wasser zugefiigt war, ausgekocht. Als unléslicher Riickstand verblieb schlieB- 
lich ein Glykolipoid mit einem Neuraminsauregehalt von 20% (Gangliosidfraktion I). 
3,2 g. Aus den siedendheiB filtrierten Acetonlésungen fiel beim Abkiihlen die in 
Lisung gegangene Substanz praktisch vollstandig wieder aus. Es handelte sich 
hier um das neuraminsaurefreie Glykolipoid (3,9 g). 

Aus den Mutterlaugen der Chloroform-Methanol-Abscheidungen lieBen sich 
durch entsprechende Aufarbeitung noch weitere 0,8 g der Gangliosidfraktion (II) 
gewinnen. 


Die Gangliosidfraktion 


I. 0,2169 (0,230) mg Sbst.: E = 0,904 (0,807), d= 5 (5) cm; entspr. 52,5 
(45,0) » Neuraminsaure (Methoxylverb.). 0,963 (0,8028) mg Sbst.: 1,73 (1,42) cem 
n/200-KJO;, entspr. 0,247 (0,142) mg Galaktose. 

Gef.: Neuraminsaure (Methoxylverb.) 20,0 (19,6) °%, Zucker (ber. als Galak- 
tose) 25,6 (25,4) %. 

II. 4,247 (6,585) mg Sbst.: E = 0,076 (0,128), d= 3 (3) cm, F = 0,0735; 
entspr. 0,00186 (0,0031) mg P. — 0,1878 mg Sbst.: E = 0,657, d = 5 cm, entspr. 
35,5 y Neuraminséure (Methoxylverb.). 

Gef.: P 0,044 (0,046) %, Neuraminsaéure (Methoxylverb.) 18,9%. 

Die Analyse eines~bei einer anderen Aufarbeitung gewonnenen Gangliosid- 
praparates ergab folgende Werte: 

5,111 (5,329) mg Sbst.: E = 0,034 (0,051), d = 3 (3), F = 0,07445, entspr. 
0,00084 40,0013) mg P. — 0,287 (0,241) mg Sbst.: E = 1,00 (0,886), d = 5 (5) cm, 
entspr. 62 (51) y Neuraminsaure (Methoxylverb.). — 6,011 (5,480) mg Sbst.: E = 
0,140 (0,155), d ='3 (3) cm, F = 0,4586, entspr. 0,0214 (0,0236) mg Hexosamin- 
hydrochlorid (nach Elson u. Morgan, modifiziert nach Blix”). — 5,124 (5,956) mg 
Sbst.: 3,68 (2,11) com n/200 KJO,, entspr. 0,512 (0,300) mg Galaktose. 

Gef.: P 0,017 (0,024) %, Neuraminsaure (Methoxylverb.) 21,6 (21,2) %, Hexo- 
samin-hydrochlorid 0,36 (0,43) %, Zucker (ber. als Galaktose) 25,3 (25,2) %. 

Spaltprodukte. 5,3 g des Gangliosids wurden in der iiblichen Weise? mit 
5-proz. Salzséure gespalten. 


* Yamakawa und Suzuki haben den Neuraminsauregehalt ihres Haima- 
tosids nicht bestimmt. 

8 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 

® E. Klenk, diese Z. 267, 136 [1940]. 

10 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 

11 KE. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 279, 185 [1941]. 

2 G. Blix, Acta chem. Scand. 2, 467 [1948]. 














Fettsauren: 0,99 g Methylester (a) beim Abkiihlen der methanolischen 
Lésung ausgefallen und 0,55 g Methylester (b) durch Ausschiitteln mit Petrolather 
gewonnen, also insgesamt 1,54 g Ester oder 29% des gespaltenen Gangliosids. 
Daraus durch Verseifung erhalten 0,70 (a) bzw. 0,35 (b) g freie Sauren. 

a) nach Umbkristallisation aus Aceton. Schmp. 75,5—77°. Aquiv.-Gew. 
368. Jodz. 2,1. Es diirfte hier der Hauptsache nach Lignocerinsaure (C,,H,,0,, 
Aquiv.-Gew. ber.: 368,5) vorgelegen haben. 

b) nach zweimaligem Umkristallisieren aus Aceton bei — 20°. Schmp. 68— 72° 
(unscharf). Aquiv.-Gew. 370. Jodz. 59,5. Aus Mutterlaugen zuriickgewonnen. 
Schmp. 40—42° bzw. 33— 35°. Aquiv.-Gew. 367 bzw. 384. Jodz. — bzw. 74,9. 
Es dirftej hier in der Hauptsache Nervonsiure (C,,H,,0,, Aquiv.-Gew. ber.: 
366,1, Jodz. ber.: 69,2) vorgelegen haben. 





Abb. 1. Papierchromatogramm* des Zuckergemischs aus der Gangliosidfraktion. 
l-proz. Glucoselésung (1), etwa 3-proz. Zuckerlésung aus Gangliosid (2), Lésung 
enthaltend 1% Glucose und 1% Galaktose (3), 1-proz. Galaktoselésung (4). 


Sphingosin: nicht naher untersucht. 

Zucker: Die angefallenen Methylglykoside mit verd. Salzsiure gespalten, 
die Chlorionen mit Blei- und Silberacetat, die Schwermetalle mit Schwefelwasser- 
stoff, die Ess’ »sAure schlieBlich durch Extraktion mit Ather im Lindschen Apparat 
entfernt (siche dazu Anm. !°) und die Lésung so weit eingeengt, daB sie etwa 3% 
Zucker enthielt. Papierchromatographisch konnte nach dem Verfahren von Par- 
tridge™ auBer Galaktose auch Glucose (in etwas kleineren Mengen) festgestellt 
werden; siehe Abb. 1. 

Neuraminsaure: Nach dem vor kurzem*® beschriebenen, modifizierten 
Verfahren wurden 0,21 g der kristallisierten Methoxylverbindung isoliert. Zur 
Analyse kristallisierte man die Substanz nochmals aus wenig Wasser um. 

4,057 mg Sbst. (bei 50° im Vakuum iiber P,O, getrocknet): 6,335 mg CO,, 
2,540 mg H,O, Spur Riickstand. — 6,511 (4,786) mg Sbst.: 2,15 (1,59) ccm 
n/100 HCl. 


* Butanol-Eisessig 4:1 Vol.-Tle. mit 5 Vol.-Tln. Wasser ausgeschiittelt. 
Papier von Schleicher & Schiill Nr. 602 h:P. Entwicklung mit Phthalsiure-mono- 
anilid. Laufzeit 70 Stunden. 

13 E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 272, 280 [1942]. 

14 §.M. Partridge, Nature [London] 158, 270 [1946]; 164, 443 [1949]; 
Biochem. J. 42, 238 [1948]. 
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Cy9H,,0,N (281,16). Ber. C 42,68, H 6,81, N 4,98. 

C,,H,,0,N (311,17). Ber. C 42,42, H 6,60, N 4,50. 

Gef. C 42,6, H7,01, N 4,62 (4,65). 

Die elementare Zusammensetzung spricht ebenso wie die aller anderen im 
hiesigen Institut analysierten Praiparate verschiedener Herkunft fiir die Formel 
C,,H,,0,N, wahrend nach Yamakawy und Suzuki der Substanz die Formel 
Ci9H,,0,N zukommen soll. 

Rein weiBe Substanz, die sich aus einer etwas konzentrierten waBrigen Lésung 
beim langsamen Abkiihlen in derben, zu Drusen vereinigten Kristallen ausscheidet 
(photographische Aufnahme s. Dissertat. von H. Wolter). Die so auskristallisierte 
Substanz ist wasserhaltig. 

40,95 (4,790) mg Sbst.: beim Trocknen im Vakuum bei 50° iiber P,O, 6,555 
(0,733) mg Gewichtsverlust. 

C,,H,,0,N-3H,0. Kristallwasser ber. 14,8%. 

C,,H,,0,N-4H,O. Kristallwasser ber. 18,8%. Gef. 15,3 (16,3)% 

Scharferes Trocknen bei 120° unter denselben Bedingungen wie hen fiihrt 
in Ubereinstimmung mit dem Verhalten der Substanz aus den Gehirngangliosiden 
zu keinem weiteren Gewichtsverlust. Nach Yamakawa und Suzuki! verliert 
die Hamataminséure das Kristallwasser nur sehr schwierig (im Vakuum iiber 
P,O; erst bei 120°). Jedoch haben sie neuerdings® ein anderes Praparat erhalten, 
das sich ebenso wie die Substanz aus Gehirngangliosiden verhalt. 

Spezif. Drehung. 76,71 mg der nicht umkristallisierten bzw. 20,30 mg der um- 
kristallisierten Subst. (bei 50° im Vakuum getrocknet) zu 1,€058 bzw. 0,6065 g in 
Wasser gelést: c = 4,777 bzw. 3,347; d = 0,5 bzw. 10dm; « = —1,295° bzw. 
— 1,846°. 

[~]?) = — 54,22 baw. 55,15°. 


Fiir die aus Gehirngangliosiden®»*” gewonnene Substanz wurde gefunden: [a]q = 
54,9 und 55,0°. 

eee a ee 38,3 (38,3) y Sbst. (bei £0° im Vakuum 
iiber PO, getrocknet); E = 0,801 (0,807), d = 5 (5) em. 

Die vorliegenden Werte stimmen mit den von Klenk*® fiir die Methoxyl- 
verbindung der Neuraminsaure angegebenen Werte iiberein. 

Reduzierende Wirkung nach hydrolytischer Spaltung. 4,805 mg Sbst. mit 5-n. 
HCl #/, Stde. im siedenden Wasserbad gespalten, nach Verdiinnung mit etws 
Wasser in 10-cem-MeB8kélbchen filtriert, mit NaOH neutralisiert und mit Wasser 
aufgefiillt. Von 5 (4) cem die reduzierende Wirkung nach Somogyi bestimmt: 
0,603 (0,502) eem n/200 KJO3, entspr. 0,087 (0,073) mg Galaktose. 

Der Reduktionswert entspricht demnach 3,6 (3,8)°4 Galaktose, wahrend 
Yamakawa und Suzuki® mit Hilfe einer modifizierten Hagedorn-Jensen- 
Methode einen Wert von 56,0— 67,5% Galaktose gefunc den haben. Es besteht also 
mit der Substanz aus Gehirngangliosiden auch darin Ubereinstimmung, daB nach 
der hydrolytischen Saurespaltung mit Hilfe der Methode von Somogyi keine 
nennenswerte reduzierende Wirkung festzustellen ist. 


Die neuraminsaurefreie Glykolipoidfraktion 
pi Analyse wurde die Substanz im Vakuum bei [0° iiber P,O; getrocknet. 
2,99 mg Sbst.: 30,51 mg CO, und 12,28 mg H,O. — 3, +. (2,968) mg Sbst.: 
0, 362 (0, 320) cem n/100-HCl. — 0.8305 (0,7854) mg Shst.: 1,89 (1,77) cem n/200 
KJO;, entspr. 0,270 (0,252) mg Galaktose. 


C54Hi93013N* (974.4). Ber. C 66,56, H 10,65, N 1,44, Zucker 37,0. 
C52.Hg, O,,N ** (946,3). Ber. C 65,99, H 10,55, N 1.48, 38,1. 
Gef. C 64,10, H 10,6, N 1.53 (1,0), 32,5 (32,1). 








* Lignoceryl-sphingosin-dihexosid. 
** Behenyl-sphingosin-dihexosid. 
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Rein weiBe Substanz, unléslich in Wasser, emulgiert aber in der Hitze leicht. 
Auch sonstige Léslichkeitsverhaltnisse wie bei den Cerebrosiden. Beim Erhitzen 
mit verd. Salzsaure tritt keine Huminbildung auf. Die Neuraminsaéurereaktion 
mit dem Bialschén Reagens ist negativ. Bei der hydrolytischen Saurespaltung 
148t sich im Hydrolysat kein Hexosamin nachweisen. 

Die Substanz gleicht der elementaren Zusammensetzung und dem sonstigen 
Verhalten nach weitgehend den aus der Rindermilz gewonnenen Cerebro-dihexo- 
siden5b, welche — wie eine Nachpriifung ergab — ebenfalls kein Hexosamin ent- 
halten. 

Spaltprodukte. 0,50 g nach Klenk und Rennkamp* mit 10-proz. Salz- 
siure gespalten und weiter wie dort aufgearbeitet. 





Abb. 2. Papierchromatogramm des Zuckergemischs aus dem neuraminsaure- 

freien Glykolipoid. 1-proz. Glucoselésung (1), etwa 3-proz. Zuckerlésung aus 

neuraminsaurefreiem Glykolipoid (2), Lésung enthaltend 1% Glucose und 1% 
Galaktose (3), 1-proz.Galaktoselésung (4). 


Fettsaiuren: 0,16 g Fettsiuremethylester durch Ausschiitteln mit Petrol- 
ather gewonnen. Daraus 0,14 g freie Séure. Schmp. 55—58° (unscharf). Aquiv.- 
Gew. 369 (368). Jodz. 24. 

Es spricht alles dafiir, daB dieselben Fettsiuren wie in der Gangliosidfraktion 
vorgelegen haben. 

Zucker: Nach Entfernung der Chlorionen Lésung auf 3% Zuckergehalt 
konzentriert. Papierchromatographisch wurde wie oben das Vorhandensein von 
Galaktose und Glucose in etwa gleich groBen Mengen festgestellt (s. Abb. 2). 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 
Die Befunde von Yamakawa und Suzuki tiber das Vorkommen 
eines gangliosidartigen Glykolipoids (Haimatosid) im Stroma der Pferde- 
erythrocyten werden bestatigt. Durch Abtrennung eines anders- 
artigen Glykolipoids konnte der Neuraminsiuregehalt von zunichst 
10—11% auf iiber 20% gesteigert werden. Die darin als charakteristischer 
Baustein vorkommende Prihimataminsiure ist mit Neuraminséure 
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identisch. Als Fettsiurekomponenten werden auBer Lignocerinsaéure 
noch eine héhermolekulare, ungesiattigte Saiure, wahrscheinlich Nervon- 
siure und als Zuckerkomponenten auBer Galaktose noch Glucose fest- 
gestellt. ; 

Das Gangliosid des Pferdestromas unterscheidet sich von den 
Gangliosiden des Gehirns und der Rindermilz sowie von den Gly- 
kolipoiden des Erythrocytenstromas von Mensch und Rind durch das 
Fehlen eines Aminozuckers unter den Zuckerkomponenten. 

Zusammen mit dem Gangliosid findet sich im Stroma der Pferde- 
erythrocyten noch ein neuraminsiurefreies Glykolipoid, dessen Zu- 
sammensetzung etwa einem Lignoceryl-(Nervonyl-)sphingosin-dihexosid 
entspricht. Als Zuckerkomponenten kommen, ebenso wie in dem Ganglio- 
sid, Galaktose und Glucose, dagegen kein Aminozucker vor. 


Konstitutionsermittlung von Peptiden 


IV. Papierchromatographische Trennung und Identifizierung 
der Abbaustufen? 


Von 


K. Schlégl, A. Siegel und F. Wessely 


Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitat Wien 





(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1952) 


Bei einer neuen Methode zur Konstitutionsermittlung von Peptiden, 
die am hiesigen Institut entwickelt wurde? *, spielen Carbalkoxypep- 
tide (I), Hydantoinpeptide (II), Carbonyl-aminosaure-peptide (IIT) und 
substituierte Hydantoin-3-essigsiuren (IV), die aus 2 Aminosaéuren auf- 
gebaut sind, eine wichtige Rolle. 


Wird namlich I mit 2 Mol. Alkali erhitzt, so erhalt man iiber das intermediar 
entstehende II die Harnstoffverbindung III, die beim Erwarmen mit Salzsaure 
das Hydantoin IV abspaltet, das aus der aminoendstandigen (Aminosaure) und 
der ihr benachbarten Aminosaure aufgebaut ist. [V kann von den tibrigen Amino- 
siuren des Peptides durch Extraktion abgetrennt werden und liefert nach Druck- 
= die beiden Aminosauren, die urspriinglich am Aminoende des Peptides 
vorlagen. 


Ks schien nun fiir diesen Abbau wiinschenswert, besonders die Hy- 
dantoine IV, aber auch die vorhergehenden Stufen I—III papierchroma- 
tographisch zu trennen und zu identifizieren. 





' II. Mitt. tiber Papierchromatographie organischer Sauren (I. Mitt. K, 
Schlégl u. A. Siegel, Mikrochemie, im Druck) u. VIII. Mitt. tiber Peptide 
(VII. Mitt. s. FuBnote 11). 

° F. Wessely, K. Schlégl u. G. Korger, Nature [London] 169, 708 [1952] 
Mh. Chem. 88, 1156 [1952]. 

* F. Wessely, K. Schlogl u. E. Wawersich, Mh. Chem. 88, 1426 [1952]. 
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R,-CH—CO 


RO-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH A!K@l | N-CH-CO-NH-CH-CO0# 
| | NH—CO” | l 
R, Re R, R, R, 
I II 
R, R, 
ald | ; 
NH-CH-CO-NH-CH-COOH hee R,(R,)*CH—CO. 
> CO aa | SN-CH-COOH + NH,-CH-COOK 
\\NH-CH-COOH NH—CO” | 
. R,(R,) R; 
a? ” 


HCl (150°) 


Yv 
NH,-CH-COOH + NH,-CH-COOH 
| | 
R, R, 


Wir haben uns daher mit der papierchromatographischen Trennung 
dieser und ahnlicher Stoffe — wie z. B. Dinitrophenyl(DNP)-amino- 
siuren — befaBt und haben die dabei gesammelten Erfahrungen auf 
den eingangs erwihnten Peptidabbau angewendet, wodurch dieser in 
allen Stufen papierchromatographisch iiberpriift und in manchen Stufen 
auch vereinfacht werden konnte. 


Papierchromatographie 





Darstellung der untersuchten Verbindungen 

Die Darstellung der meisten von uns papierchromatographisch getrennten 
Verbindungen wurde — soweit es sich nicht um einfachere, bereits bekannte Pro- 
dukte handelte — schon in friiheren Mitteilungen iiber Peptide beschrieben. In den 
Tab. 1—3 sind die entsprechenden Literaturstellen angefiihrt. 

Zwei der gepriiften Hydantoine, namlich die 5-Methyl-hydantoin-3-essigsaure 
und die Hydantoin-3-x-propionsaure (Tab. 3, Nr. 2 und 3) wurden neu (Nr. 2) bzw. 
auf anderem Wege als bisher beschrieben (Nr. 3)* dargestellt. Sie konnten, wie im 
Versuchsteil naher ausgefiihrt ist, durch Umsetzung von 5-Methyl-hydantoin mit 
Chloressigester bzw. von Hydantoin mit «-Brom-propionsaureester und saure Ver- 
seifung der so erhaltenen Hydantoinester gewonnen werden. 


Lésungsmittelgemische 


Bei Priifung der in Frage kommenden Lésungsmittelgemische erwies sich 
das in der I. Mitt.! mit gutem Erfolg verwendete Gemisch Isoamylalkohol-Ammo- 
niak-Wasser (30:15:5) fiir die Trennung der hier vorliegenden Verbindungen als 
ungeeignet, da die Substanzen damit teils iiberhaupt nicht, teils nur sehr wenig 
wanderten. Saure Gemische, wie Butanol-Eisessig-Wasser (40:10:50 Vol.-Teile) 
(Gemisch A), waren an sich brauchbar, aber die damit erhaltenen Rr-Werte lagen 
ziemlich hoch (Tab. 1—3). Uberdies ist bei Gemisch A ein scharfes Trocknen des 
Chromatogramms (1 Stde. bei 150—160°) nétig, um die letzten Reste Essigsiure 


4 A. Lindenmann, N.H. Khan u. K. Hofmann, J. Amer. chem. Soc. 
74, 476 [1952]. 
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zu entfernen, die beim anschlieBenden Entwickeln mit Umbelliferon (s. unten) 
Fluoreszenzléschung verursachen und damit statt des leuchtenden einen dunklen 
Untergrund ergeben wiirde. 

Allerdings treten unter diesen scharfen Trocknungsbedingungen die meisten 
der gepriiften Substanzen als deutlich braune Flecke am Papier hervor, die tiber- 
dies noch im UV-Licht schwach fluoreszieren, so daB sich das nachtragliche Be- 
spriihen in vielen Fallen eriibrigt. 

Weitaus am besten erwies sich das von Long, Quayle und Stedman’ an- 
gegebene Gemisch Butanol-Athanol-Wasser-konz. Ammoniak (40:40:16:4), in 
dem wir das Verhaltnis Wasser:Ammoniak auf 10:10 (Gemisch B) anderten. 
Damit lagen die Ry-Werte aller untersuchten Substanzen in einem giinstigen 
Bereich (0,06—0,80) und besonders die substituierten Hydantoin-3-essigsiuren 
(IV), deren Trennung fiir den oben erwahnten Zweck des Peptidabbaues besonders 
wichtig war, lieBen sich damit gut trennen. Dieses Gemisch B muB nicht vor jeder 
Verwendung frisch zubereitet werden, da auch nach mehrmaliger Beniitzung die 
Ry-Werte gut reproduzierbar sind. 


Papier 

Alle Chromatogramme wurden parallel auf Schleicher & Schill 2043b (rauh) 
und Whatman 1 durchgefiihrt. Die Trenneffekte waren auf beiden Papiersorten 
gleich gut, nur waren die Rr-Werte auf Whatman | im allgemeinen etwas hoher. 
Die Rx-Werte, bei denen die Wanderungsstrecken der Substanzen, statt wie bei 
den Ryr-Werten auf die Lésungsmittelfront, auf eine Vergleichssubstanz (in unserm 
Fall auf 5-Benzyl-hydantoin-3-essigsaure, Tab. 3, Nr. 8) bezogen werden, stimmten 
auf beiden Papiersorten gut iiberein. 


Ausfiihrung der Chromatogramme 


Die Aufbringung der Substanzen erfolgte je nach ihrer Loslichkeit in waBriger 
oder athanolischer Lésung. Pro Komponente wurden etwa 50 y aufgebracht. In 
den meisten Fallen lieBen sich noch Mengen bis zu 20 y sicher nachweisen, doch 
kam es uns weniger auf den Nachweis extrem kleiner Substanzmengen, als auf die 
sichere und eindeutige Bestimmung der vorliegenden Verbindungen an. Die Durch- 
fiihrung der Chromatogramme erfolgte in der fiir die absteigende Form der Papier- 
chromatographie tiblichen Weise. Die Laufzeit betrug fiir das Gemisch B 15 Stdn., 
in der die Front etwa 30—35 cm wanderte. AnschlieBend wurde kurz bei 50—60° 
zur Vertreibung des Lésungsmittels getrocknet und nachher noch 20 Min. auf etwa 
140--150° erhitzt, wobei die vorliegenden Ammoniumsalze in freie Sauren und 
Ammoniak gespalten wurden. 


Nachweis der Verbindungen am Papier 


In der I. Mitt. tiber Papierchromatographie organ. Sauren! wurde 
ein Verfahren zum Nachweis von Saéuren am Papier beschrieben, das 
die py-Abhangigkeit der Fluoreszenz einer Umbelliferonlésung benutzt ; 
dabei zeigt ein mit einer 0,025-proz. wiBrig-ithanolischen, mit wenig 
Ammoniak auf p, von etwa 8 gebrachten Umbelliferonlésung be- 
spriihtes Saiurechromatogramm die Saéuren im UV-Licht als schwarze, 
scharf begrenzte Flecke auf hellblau leuchtendem Untergrund. 

Dieses Prinzip lieB sich auch in vorliegendem Fall ohne weiteres 
anwenden und gab beim Nachweis der hier beschriebenen Stoffe aus- 
gezeichnete Resultate. 


5 A.G. Long, J. R. Quayle u. R. J. Stedman, J. chem. Soc. [London] 
1951, 2197. 
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Rydon und Smith® hatten vor einiger Zeit ein Verfahren zum 
Nachweis von Peptiden und ahnlichen Verbindungen angegeben; dabei 
wird das Chromatogramm mit Chlorgas behandelt und die dabei ent- 
stehenden labilen N-Chlorverbindungen mit Kaliumjodid-Starke-Lésung 
nachgewiesen. Jedoch versagt nach unseren Erfahrungen die Methode 
bei den Hydantoinen, da die hier erhaltenen N-Chlorverbindungen zum 
Unterschied von den aus Peptidbindungen gebildeten wahrscheinlich 
zu stabil sind, um mit Kaliumjodid Jod in Freiheit zu setzen. Uberdies 
stellt auch das Arbeiten mit Chlor einen nicht unerheblichen Nachteil 
dieser Methode dar. 


Versuchsergebnisse 


In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse unserer Versuche, 
getrennt nach den Stoffklassen I—IV, zusammengestellt. Die Ry-Werte 
sind durchwegs Mittelwerte, wobei die Einzelwerte héchstens Schwan- 
kungen um + 0,03 aufwiesen. In derselben GroBenordnung liegen auch 
die Schwankungen der Rx-Werte. 


Tab. 1. N-Acylaminosiuren und -Peptide. 





Gemisch B Gemisch A 


Substanz Lit. |] aa, What- oad What- 
SS 2043b| man 1 {SS 2043 b “am } 





N-Phthalyl-GlY * 0,50 0,82 0,84 
N-Cbzo-GLY 0,64 0,88 0,89 
N-DNP-GLY - i 6 - 
N-DNP-pL-ALA 7 
N-DNP-DL-VAL 
N-DNP-DL-PHE 
N-DNP-1L-GLU 
N-Carbithoxy-GLY-GLY . . 
N-Cbzo-a-D-GLU-GLY .. . 
N-Carbathoxy-DL-LEU-GLY- 
2 
N-Carbathoxy-DL-ALA-D1L- 
LEU-GLY . Oye: — 


* Die Aminosduren wurden hier und in der Folge wie tiblich nach den ersten 
drei Buchstaben abgekiirzt. 


























Tab. 1 zeigt die Ry-Werte einiger acylierter Aminoséuren, Peptide 
und DNP-Aminosiuren. Eine RegelmaBigkeit 1aBt sich hier wohl kaum 
ableiten, da die R,-Werte sowohl vom Acylrest, als auch von der 
Aminosiure bzw. dem Peptid abhingen werden. 

Zu erwahnen ist hier, daB sich auch die DNP-Aminosiuren, die 
in der modernen Proteinchemie eine wichtige Rolle zur Identifizierung 
endstindiger Aminosiuren spielen, mit dem Gemisch B gut trennen 

¢ H.N. Rydon u. P. W. G. Smith, Nature [London] 169, 922 [1952]. 


7 E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 1095 [1902]. 
8 W. GraBmann u. F. Schneider, Biochem. Z. 278, 452 [1934]. 
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lassen. Die dabei erhaltenen gelben Flecke sind verhiltnismaBig scharf; 
die oft bei diesen Verbindungen beobachtete Schwanzbildung, das sog. 
, tailing tritt also kaum auf. AuBerdem k6nnen sie dann noch als Séuren 
mit Umbelliferon gut identifiziert werden. Die Methode diirfte also fiir 
die Chromatographie dieser wichtigen Verbindungen einige Vorteile 
bieten. 


Tab. 2. Hydantoinpeptide II und Carbonyl-aminosaure-peptide III. 





Gemisch B Gemisch A 


What- What- 
man 1 man 1 


ay i*x Ry | Rx|| Rp | Rx} Re] Rx 


Substanz Ji’ |} SS2043 b SS 2043 b 





CH,—C 0. 
N-CH,-CO-NH-C,H,-COOH (p) 0,21] 0,45] 0,27] 0,511] 0.71] 0,92] 0,76 
NH —CO7 
CgHs-CH -CH—CO. 
»N-CH,-CO-NH-C,H,-COOH (p) 0,54 
NE—CO/’ 





—CO—GLY . Led TO See 0,05: 0,07] 0,13 
—CO—GLY—PHE. . oe 0,33] 0,70} — | — 
—CO—LEU— —GLY . eer 0.21] 0, 
0,04] 0,0¢ 0,06 0,1 
In Tab. 2 sind die Ry-Werte und die Rx-Werte (bezogen auf 5- 
Benzyl-hydantoin-3-essigsiure, Tab. 3, Nr.8) der Hydantoinpeptide 
und Carbonyl-aminosiure-peptide angefiihrt, wobei die Verbindungen 
III in der ersten Spalte nur abgekiirzt dargestellt wurden. 






































Tab. 3. Substituierte Hydantoin-3-essigsiuren (IV) 
R,CH,—CO 


» -CH,-COOH 
NH—CO” |. 


Ry 





Hydan- Gemisch B Gemisch A 


toin aus ||,- What- 40 What- 
Amino- -|| SS 2043 man l SS 2043b man 1 


saure Rr | Rx | Rr | Rx Ry | Rx 


H GLY, GLY 0,17 | 0,36 | 0,20 | 0,38 0,46 | 0,59 
CH, H 4 0,25 | 0,53 | 0,25 | 0,48 “Gee 
H — |} 0,24 0,26 0,60 | 0,76 
CH(CH,). , GLY 0,46 0,50 0,81 | 1,02 
CH,-CH(CH,) 2 |} 0,56 0,61 —|-— 
CH,-CH(CH,), 0,61 0,64 0,92 | 1,16 


OH-C,H,-CH, TYR, GLY 0,33 0,38 7 0,70 | 0,89 
C,H,CH, |H PHE,GLY 0,47 0,53 0,79 | 1,00 
H C,H;-CH, |GLY,PHE 0,48 0,53 7 an get 
(C,H,).* H =— OE 0,64 0,69 0,87 | 1,10 


* In diesem Fall sind beide H-Atome des C-Atoms 5 durch C,H; ersetzt. 


® K. Schlégl, F. Wessely u. G. Korger, Mh. Chem. 88, 493 [1952]. 

10 Ch. Granacher u. H. Landolt, Helv. chim. Acta 10, 799 [1927]. 

11 F. Wessely, K. Schléglu. E. Wawersich, Mh. Chem. 88, 1439 [1952]. 
2 St. Goldschmidt u. K. StrauB, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1218 [1930]. 
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Tab. 3 endlich zeigt die Ry- und Rx-Werte der substituierten 
Hydantoin-3-essigsiuren, die beim erwaihnten Peptidabbau aus der 
Aminosaure und der ihr folgenden gebildet werden. Bei den aliphatisch 
substituierten Verbindungen 1—6 ist, wie zu erwarten, bei Verwendung 
des Gemisches B, das weit bessere Trenneffekte als das Gemisch A er- 
gibt, ein Anstieg der Ry-Werte mit der C-Anzahl der Substituenten 

R, und R, festzustellen. Dabei ist es gleichgiiltig, 
ob sich der Substituent am C-Atom 5 des Hydan- 
toinringes oder am ~-C-Atom des Essigsiéurerestes 
befindet. Dies zeigt sich deutlich im Fall der iso- 
meren Hydantoine, die aus GLY und ALA (Nr. 2 
und 3) bzw. aus GLY und PHE (Nr. 8 und 9) 
aufgebaut sind und deren Ry-Werte innerhalb 
der Fehlergrenzen zusammenfallen. 

Die Ry-Werte der aromatisch substituierten 
Hydantoine 7—10 fallen in die Reihe der ali- 
phatisch substituierten, wobei 7 infolge der hy- 
drophilen OH-Gruppe den tiefsten und die Diphe- 
nylverbindung 10 den héchsten Wert besitzt. 

Infolge der giinstigen Lage der Ry-Werte ist 
es méglich, schon in einem Chromatogramm alle 
von uns untersuchten aliphatisch von C, (Nr. 1, 

Front GLY, GLY) bis C,; (Nr. 6, LEU, ALA) substi- 
tuierten Hydantoine einerseits und die aromatisch 
Abb. 1. Trennung der substituierten andererseits glatt zu trennen, wie 
substituierten Hydan- Abb. 1 zeigt. 
(Tab. 3) 88 2043b: Ge- _ Damit scheint es méglich, aus dem Rp-Wert 
misch B. Die Bezeich- ¢imes bei einem Peptidabbau erhaltenen Hydan- 
nung der Hydantoine toins auf die C-Anzahl der Substituenten und 
entspricht Tab.3. damit auf die ungefihre Aminosiurezusammen- 
setzung zu schlieBen. 

















Besonders aber kénnen, wenn eine Aminosiure, etwa die Amino- 
siiure bekannt ist, die Méglichkeiten fiir die benachbarte eingeschrankt 
werden. Auch iiber die Einheitlichkeit eines vorliegenden Peptides lassen 
sich evtl. Aussagen machen, wenn man beim Abbau ein oder mehrere 
Hydantoine erhilt, die dann, wie weiter unten gezeigt werden wird, 
eluiert, hydrolysiert und somit in ihrer Aminosiurezusammensetzung 
identifiziert werden kénen. 


Abbau von Peptiden 
Die erwihnte Methode zur Konstitutionsermittlung von Pep- 
tiden®¥ wurde bisher — wie eingangs skizziert — in drei préparativen 
Schritten ausgefiihrt: 
_ 1. wurde I mit Alkali iiber II in III umgelagert und III durch 
Atherextraktion der Reaktionsmischung entzogen, 
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2. konnte III durch 2—3-stdg. Erhitzen mit HCl in IV und die 
restlichen Aminoséuren des Peptides gespalten werden und 

3. erfolgte die Abtrennung des Hydantoins IV von den Amino- 
siuren, die papierchromatographisch identfiziert wurden, ebenfalls 
durch Atherextraktion; IV endlich lieferte dann bei Druckhydrolyse 
die aminoendstiandige und die ihr benachbarte Aminosiaure. 

Auf Grund der bei der papierchromatographischen Trennung der 
Verbindungen I—IV erhaltenen Ergebnisse bot sich nun die Moglich- 
keit, die Trennung und den Nachweis der Stufen 2 und besonders aber 3 
im MikromafBstab am Papier auszufihren. 

Zu diesem Zweck war es ndtig: 

1. das Verhalten von Amimosiuren bei der Chromatographie mit 
dem Lésungsmittelgemisch B (Butanol-Athanol-Wasser-Ammoniak) zu 
priifen, 

2. zu untersuchen, inwieweit ein Gemisch eines Hydantoins mit 
einer. oder mehreren Aminosiuren papierchromatographisch ohne Be- 
einflussung der Komponenten trennbar war und ob beide Verbindungen 
(Hydantoin und Aminosiure) sich nebeneinander nachweisen lieBen, und 

3. eine Méglichkeit zu finden, die Verbindungen II, besonders aber 
die Hydantoine [IV nach der Chromatographie vom Papier zu eluieren , 
um die notwendige Hydrolyse damit ausfiihren zu k6nnen. 

ad I: Die wichtigsten Aminosiuren lieBen sich, wie Tab. 4 zeigt, 
mit dem erwaihnten Gemisch B gut trennen und zeigten verniinftig 
liegende Ry-Werte. 


Tab. 4. Aminosiuren, chromatcgraphiert mit Gemisch B auf SS 2043b. 





Aminosaure Rr-Wert 


Glygm .... 0,12 
Di-Dianm 2 fk 0,20 
Diweeee Ss Sey 2 ate: 0,35 
oS a ee ae 0,47 
DL-Phenylalanin se 0,41 
io ts nA a ror 0,25 
DL-Methionin ......... 0,32 
L-Glutaminsiure ....... 0,05 
ERUPT PALS .y5h « bet Sens! . yoy ee 0,07 








ad 2: Wurde ein Gemisch aus 5-Isobutyl-hydantoin-3-essigsiure 
(Tab. 3, Nr. 5) und Phenylalanin nebeneinander 2-mal auf einem Filtrier- 
papierstreifen chromatographiert und einmal mit Umbelliferon zum 
Nachweis des Hydantoins, das andere Mal aber mit Ninhydrin zum Nach- 
weis der Aminosiure (Phenylalanin) entwickelt, so zeigte sich, dab keine 
Beeinflussung der beiden Komponenten stattgefunden hatte, da die 
Ry-Werte (0,54 bzw. 0,41) praktisch dieselben wie bei den Reinsub- 
stanzen waren. Auch der Nachweis gelang nebeneinander ohne weiteres, 
da einerseits die Aminosiuren (bis auf Glutamin- und Asparaginsiure) 
keine Fluoreszenzléschung von Umbelliferon verursachen, andererseits 
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aber die Hydantoin-3-essigsiuren natiirlich keine Farbreaktion mit 
Ninhydrin geben. 

ad 3: Das Eluieren von Hydantoinen IV und Carbonyl-amino- 
siiure-peptiden II endlich lieB sich, wie wir im Modellversuch an den 
Hydantoinen Hydantoin-3-propionsaiure, 5-Isopropyl- und 5-Isobutyl- 
hydantoin-3-essigsiure (Tab. 3, Nr. 3, 4, 5) und am LEU-CO-GLY-PHE 
(Tab. 2) zeigen konnten, ohne weiteres mit Athanol in der von Consden. 
Gordon und Martin" fiir das Eluieren von Peptiden mit Wasser an- 
gegebenen Anordnung durchfiihren. Nur muSten wir dabei zur Ver- 
meidung des Austrocknens der zu eluierenden Filtrierpapierflecke 
(Athanol!) unter Glasglocken in einer mit Athanol gesittigten At- 
mosphare mit Kapillaren eluieren, die nur schwach gegen die Horizon- 
tale geneigt waren; infolge der geringeren Oberflichenspannung des 
Alkohols gegeniiber dem sonst verwendeten Wasser besteht némlich 
bei den verwendeten Kapillaren (1 mm lichte Weite) die Gefahr des Ab- 
reiBens des Alkoholfadens in der Kapillare, wenn dieser eine gewisse 
Lange iiberschritten hat. 

Die Eluate werden nach dem Verdampfen des Athanols auf Uhr- 
glaisern (Exsicéator!) in warmer HCl gelést und in Kapillaren 2—3 Stdn. 
bei 110° (II) bzw.-5 Stdn. bei 150—155° (IV) hydrolysiert. 

In den Chromatogrammen der hydrolysierten Hydantoine 3, 4 
und 5 fanden sich dann die Aminoséiuren GLY, ALA (3), VAL, GLY (4) 
und LEU, GLY (5), wahrend LEU-CO-GLY-PHE ein Gemisch aus 
PHE und 5-Isobutyl-hydantoin-3-essigsiiure (5) lieferte. 

Aus all den gegebenen Tatsachen ergab sich nun fiir den Mikro- 
abbau von Peptiden folgende Arbeitsweise, die hier nur skizziert und 
im Versuchsteil an Hand von zwei Tripeptiden (LEU-GLY-PHE und 
ALA-LEU-GLY) eingehender beschrieben ist. 

Das Carbonyl-aminosaure-peptid II wird aus I durch Erwérmen 
mit waBrig-dithanolischer NaOH" gewonnen und durch Atherextraktion 
isoliert. Ein Teil davon kann nun in etwas gréBere Menge (etwa 500 + 
lings der Startlinie als Streifen aufgetragen) chromatographiert werden: 
davon wird nur ein Teil (etwa 4/;) entwickelt, der Rest, wie beschrieben, 
eluiert und in einer Kapillare 2—3 Stdn. mit HCl bei 110° behandelt. 
Erneutes Chromatographieren ergibt ein Gemisch des entsprechen- 
den Hydantoins und der restlichen Aminosiure(n) des Peptides, die 
dann getrennt nebeneinander nachgewiesen werden k6nnen. 

Der Rest von II — und dieses Verfahren wird in vielen Fallen ein- 
facher und daher vorzuziehen sein — wird direkt ohne vorhergehende 
Chromatographie mit HCl (1:1) in Hydantoin IV und Aminosaure(n) ge- 
spalten, die jetzt wieder chromatographisch getrennt und nebeneinander 
nachgewiesen werden. 

Eluiert man endlich in Vergleichschromatogrammen die subst. 
Hydantoin-3-essigsiuren und hydrolysiert sie in der beschriebenen 


~~ 48 R, Consdon, A.H. Gordon u. A. J.P. Martin, Biochem. J. 41, 590 
[1947]. 
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Weise, so erhélt man nur die beiden Aminosiuren, die urspriinglich am 
Aminoende des Peptides vorlagen und deren Bestimmung den eigent- 
lichen Zweck des neuen Abbaues darstellt. 

Hat die oder eine der aus III abgespaltenen Aminosiuren zufillig 
denselben oder einen ahnlichen R;-Wert wie das erhaltene Hydantoin, 
so ist dieser Umstand weiter nicht stérend, da aus dem mit Ninhydrin 
entwickelten Vergleichschromatogramm des Hydrolysates von III ja 
die Natur dieser stérenden Aminosiure bekannt ist und daher nach 


Carbathoxy-ALA-LEU- GLY 


" ALA-CO-LEU-GLY 
2 


























HCL, 5 Stdn., 150° 


eluieren 
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Hyda 
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Abb. 2. Abbau von ALA-LEU-GLY (SS 2043b, Gemisch B). Waagerecht schraf- 
fiert: mit Umbelliferon entwickelt, senkrecht schraffiert : mit Ninhydrin entwickelt. 


Hydrolyse des eluierten Hydantoins kein Zweifel iiber die am Aufbau 
beteiligten Aminoséuren herrschen kann. 

Die beschriebene Methode wurde nun an den zwei erwihnten Pep- 
tiden pt-Leucyl-glycyl-p1-phenylalanin und p1-Alanyl-pi-leucylglycin 
(in einer Menge von je 0,05 Millimol Carbaithoxypeptid) gepriift und 
lieferte in beiden Fallen eindeutige Ergebnisse (s. Versuchsteil). 

Abb. 2 zeigt eine schematische Ubersicht iiber den Abbau eines 
Peptides (ALA-LEU-GLY) und die dabei erhaltenen Chromatogramme. 


Beschreibung der Versuche 
5-Methyl-hydantoin-3-essigsiure-aithylester 

0,4 g 5-Methyl-hydantoin wurden in einer Na-Athylatlisung (0,08 g Na 
[1 Mol] in 5 ml absol. Athanol) gelést und 1 Stde. erhitzt. Hierauf wurden 0,58 g 
KJ (1 Mol) und nach einigen Minuten 0,47 g (1,1 Mol) Chloressigester zugegeben 
und noch 2 Stdn. zum Sieden erhitzt, wobei sich die Lésung rasch triibte. Die heiB 
filtrierte Losung wurde im Vakuum eingedampft und der Riickstand bei 0,01 Torr 
und 170—175° Luftbadtemp. destilliert. Ausb. 0,5 g (70% d. Th.). Aus Ather- 
Petrolither Nadeln, Schmp.: 78—79° (Kofler-Block). 

CgH,,0,N.. Ber. N 14,00, OC,H; 22,51. Gef. N 14,24, OCH; 22,92. 
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5-Methyl-hydantoin-3-essigsiure (Tab. 3, Nr. 2) 

Der Ester wurde unter verschiedenen Bedingungen (mit HCl und Ather 
24 Stdn. bei Zimmertemp., 1 Stde. und 3 Stdn. mit HCl in der Siedehitze) verseift, 
gab aber immer nur ein 6liges Produkt, das nicht zur Kristallisation gebracht 
werden konnte. 

CsH,O,N;. Ber. Aquiv.-Gew. 172. Gef. Aquiv.-Gew. 175. 

Hydrolyse mit HCl gab ALA und GLY, Konstitutionsermittlung mit 
NaBH,?» bewies die angenommene Struktur. 


Hydantoin-3-«-propionsiure-aithylester 
3,4g Hydantoin wurden 11/, Stdn. in einer Lésung von 0,8 g Na (1 Mol.) 
in 50 ml absol. Athanol erhitzt und nach Zugabe von 6,0g (1 Mol) «-Brom- 
propionsaure-athylester noch weitere 24 Stdn. unter Riickflu8 gekocht. Es 
wurde hei® abgesaugt, im Vak. abgedampft, in wenig Wasser aufgenommen und 
mit Ather erschépfend extrahiert. Der Atherriickstand ging bei 0,05 Torr und 
130—140° Luftbadtemp. als zahes farbloses Ol iiber. Ausb.: 2,5 g (37% d. Th.) 


C,H,.0,N,. Ber. OC,H; 22,51. Gef. OC,H, 22,78 


Hydantoin-3-a-propionsaure (Tab. 3, Nr. 3) 
0,8 g obigen Esters haben wir mit einer Mischung aus 5 ml konz. HCl und 
10 ml Ather 24 Stdn. bei Zimmertemp. verseift. Der Abdampfriickstand wurde 
nach langerem Stehenlassen fest und konnte aus wenig Methanol-Ather-Petrol- 
ather umgelést werden. Ausb.: 0,3 g (44° d. Th.). Blattchen, Schmp.: 184—186°. 
(Literatur? 175—179°.) 
C.H,0,N,. Ber. C 41,86, H 4,68. Gef. C 42,10, H 4,85. 


Mikroabbau von DL-Leucyl-glycy1-DL-phenylalanin 

(Die entsprechenden Werte fiir das Peptid ALA-LEU-GLY sind in Klammern 
angefiihrt. Alle Chromatogramme wurden mit Gemisch B auf SS 2043b ausgefiihrt.) 

20,5 mg N-Carbathoxy-LEU-GLY-PHE* (17 mg N-Carbathoxy-ALA- 
LEU-GLY) (0,05 Millimol) wurden in 0,35 ml 0,3-n., etwa 60-proz. éthanol. NaOH 
gelést und 11/, Stdn. am sied. Wasserbad erhitzt. Hierauf wurde mit 0,12 ml 
1-n.HC] versetzt und 24 Stdn. im Extraktor mit Ather extrahiert. Der Atherriick- 
stand betrug 20 mg (15 mg) und wurde in 5 ml Athanol gelést und ein aliquoter 
Teil, entspr. 500 y, als Streifen chromatographiert. Der Rr-Wert des mit Umbelli- 
feron entwickelten Teils betrug 0,33 (0,21). Nach dem Eluieren von 4/,; des Streifens 
(400 y) mit Athanol wurde das Eluat 21/, Stdn. mit HCl bei 110° behandelt und er- 
neut chromatographiert. Der mit Umbelliferon entwickelte Teil besaB einen Rr- 
Wert von 0,53 (0,59), wahrend die mit Ninhydrin entwickelten Aminosaéuren durch 
ein mitlaufendes Vergleichschromatogramm als PHE (GLY, verunreinigt mit 
sehr wenig ALA) identifiziert wurden. 

Der Rest des Atherriickstandes LEU-CO-GLY-PHE (ALA-CO-LEU-GLY) 
wurde 21/, Stdn. mit HCl (1:1) zum Sieden erhitzt, der Abdampfriickstand erneut 
in Athanol aufgenommen und aliquote Teile davon (je etwa 100 y) in 3 Parallel- 
chromatogrammen chromatographiert. 

In einem davon wurde das Hydantoin mit Umbelliferon als 5-Isobutyl- 
hydantoin-3-essigsiure vom Ry-Wert 0,55 (5-Isobutyl-hydantoin-3-propionsaure 
bzw. isomeres Hydantoin, Rr = 0,59) (s. Tab. 3) identifiziert, wahrend in dem 
mit Ninhydrin entwickelten Teil nur Phenylalanin (GLY, verunreinigt mit wenig 
LEU und ALA) vorlag. Der 3. Teil endlich wurde mit Athanol eluiert und an- 
schlieBend 5 Stdn. bei 150—160° mit HCl hydrolysiert und gab im Chromatogramm 
ausschlieBlich LEU und GLY (ALA und LEU). 

Die Mikro C-, H- und N-Analysen wurden von Herrn Dr. G. Kainz im Mikro- 
analytischen Laboratorium des II. Chem. Institutes ausgefiihrt. 
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Zusammenfassung 


Ks wird die papierchromatographische Trennung und Identifizierung 
von Acylaminosiuren, Acylpeptiden, Hydantoinpeptiden (II), Car- 
bonyl-aminoséure-peptiden (III) und substituierten Hydantoin-3-essig- 
siuren (IV) beschrieben. Als Lésungsmittelgemisch hat sich n-Butanol- 
Athanol-Wasser-konz. Ammoniak (40:40:10:10) bewahrt, wahrend der 
Nachweis der Verbindungen am Papier in glatter Weise durch Bespriihen 
mit einer sehr verdiinnten Umbelliferonlésung erfolgt, wobei die Sauren 
unter der UV-Lampe als dunkle Flecke auf fluoreszierendem Grund 
erscheinen. 

Die Trennung der genannten Verbindungen wurde auf einen 
friiher?’+ beschriebenen Peptidabbau angewendet, der dadurch in 
manchen Stufen vereinfacht werden konnte, wie die beim Abbau von 
zwei Tripeptiden im MikromaBstab erhaltenen eindeutigen Ergebnisse 
beweisen. 


Uber Clupein 
XII. Mitteilung 
Von 
H. M. Rauen, W. Stamm und K. Felix 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Scbriftleitung zugegangen om 5. September 1952) 


Schon in friiheren Versuchen' sind wir zu dem Schlu8B gekommen, 
daB das Clupein nicht einheitlich, sondern ein Gemisch aus mehreren 
einander sehr ahnlichen Komponenten ist. Wahrscheinlich verhalten 
sich auch in diesen wie im genuinen Clupein die Arginin- zu den Mono- 
aminosadure-Resten wie 2:1. Die Komponenten werden sich wohl haupt- 
sichlich durch die Molekulargewichte unterscheiden, daneben aber auch 
durch den Gehalt an Monoaminosauren; denn jene, die nur in geringer 
Konzentration vorhanden sind, wie das Isoleucin und das Threonin, 
werden nicht in jeder Komponente auftreten. 

Gegen jene friiheren Versuche konnte aber eingewendet werden, 
da8 bei der damaligen Art der Darstellung!:? das Clupein vielleicht 
etwas gespalten worden ist. Inzwischen haben wir seine Darstellung 
verbessert (vgl. Versuchsteil) und es mit der Ultrazentrifuge und der 
Elektrophorese auf Einheitlichkeit gepriift. Beide Verfahren ergaben, 
da8 es nicht einheitlich ist. 


1 K. Felix u. K. Dirr, diese Z. 184, 111 [1929]. 
2 K. Felix u. A. Mager, diese Z. 249, 111 [1937]. 
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Bei der neuen Darstellung des Clupeins behielten wir unser altes 
Verfahren im Prinzip bei; d. h. die isolierten Spermatozoenképfe wurden 
mit verd. Schwefelsiure extrahiert, das Protamin als Pikrat gefillt 
und dieses mit methylalkoholischer Salzsiure zerlegt, jedoch nicht mehr 
mit gesittigter, sondern nur mit 0,2-normaler'. Dabei wird nicht nur 
die Pikrinsiure entfernt, sondern es werden, wie friher, die freien 
Carboxyle des Protamins verestert. Aus der alkoholischen Lésung wird 
Clupeinester-hydrochlorid durch absoluten Ather gefillt. Als Ausgangs- 
material diente wieder unser Vorrat an getrockneten Heringsspermato- 
zoenképfen aus den Jahren 1937—1939, ferner tiefgefrorene, frische 
Heringstestikel. 














x ——-s ——  Wanderungsrichtung 


Abb. 1. Elektrophorese von Clupeinmethylester-hydrochlorid in Veronal-Natrium- 
acetat Puffer pq 3,9, dessen Ionenstaérke durch NaCl-Zusatz veraindert wurde, 
a) wz = 0,30, b) uw = 0,46, c) w = 0,98. Laufzeit 57 Min. 


Clupeinester-hydrochlorid sedimentierte in w&Briger Lésung in 
der Ultrazentrifuge bei 50000 Touren/Min. (180000 g) in nicht meb- 
barem Ausma®8. In methylalkoholischen Lésungen war eine Sedimen- 
tation zwar deutlich nachzuweisen, aber nicht sicher auszuwerten. 
Jedenfalls zeigte es sich, daB dies schonend dargestellte Praparat aus 
mehreren (viellejcht 20) Komponenten besteht, die sich verschieden 
schnell absetzen* ’. 

Die gleichen Priiparate von Clupeinmethylester-hydrochlorid haben 
wir auch elektrophoretisch untersucht und dabei Puffer, px und Ionen- 
stirke gewechselt. Am giinstigsten erwies sich das Veronal-Natrium- 
acetat-Salzsiure-Gemisch nach Michaelis vom py 3,9. Zwischen pp 3,8 
und 8,9 wandert das Clupein kathodisch, was durch den hohen Gehalt 
an Arginin bedingt ist. Nur von drei Versuchen seien die Kurven wieder- 
gegeben (Abb. 1). Man sieht, da mit steigender Ionenstarke, d. h. mit 
héherem Kochsalzgehalt die Inhomogenitit deutlicher zum Vorschein 
kommt und zwar im absteigenden Schenkel, wihrend der aufsteigende 
Schenkel glatt verliuft und keine Einzelheiten zeigt®. Die einzelnen 


3 H. Fraenkel-Conrat u. H. S. Olcott, J. biol. Chemistry 161, 259 [1945]. 
4 Vgl. Diss. B. Daimler, Frankfurt a. M. 1951; Kolloid-Z. 127, 8. 97 [1951]. 
5 Vgl. Vortrag von H. M. Rauen, auf der Tagung d. Ges. f. Pnysiologische 
Chemie, Gottingen, 31. 8.—3. 9. 1949, Angew. Chem. 62, 169 [1950]. 
6 Vgl. W. Stamm, 2. Mosbacher Kolloquium d. Gesellschaft f. Physiolog. 
Chemie, Springer-Verlag 1952. 
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Komponenten unterscheiden sich offenbar nicht so sehr in der Ladung, 
wie im Molekulargewicht. Der Hauptgipfel entspricht wohl einer Kom- 
ponente mit niedrigem Molekulargewicht, die in verhaltnismaBig groBer 
Menge vorkommt; ihr folgen dann mehrere langsamer wandernde 
Fraktionen mit vermutlich zunehmend héherem Molekulargewicht. 

Die Papierelektrophorese lieferte nur zwei Fraktionen, auch wenn 
man die Konzentration des Puffers, das py, die Laufzeit und die Strom- 
stiirke variierte. Die beiden Fraktionen wurden retentiometrisch mit 
Pikrinsiure nachgewiesen (Abb. 2). 


— Abb.2. Papierelektropherogramm von Clupeinmethylester- 

hydrochlorid in Puffermischung nach Michaelis vom py 3,9. 

= Startlinie, a = Wanderungsrichtung der Clupein- 

fraktionen, b = retentiographische Entwicklung mit atha- 
nolischer Pikrinséurelésung. 





Noch deutlicher als mit der Elektrophorese konnte mit der Gegen- 
stromverteilung die Inhomogenitat des Clupeins gezeigt werden, woriiber 
in anderem Zusammenhang berichtet werden wird. 


Beschreibung der Versuche 


Clupeinmethylester-HCl wurde aus noch vorhandenem Trockenmaterial 
von Heringsspermatozoenképfen und aus frischen, tiefgefroren angelieferten 
Heringstestikeln* iiber das Pikrat dargestellt?»?, wobei dieses, wie schon erwahn’, 
schonender in das Methylesterhydrochlorid iibergefiihrt wurde*. 79 g Clupei - 
pikrat, erhalten aus 300g trockenen Spermienképfen, wurden in 7,91 wasse - 
freiem Methanol, 0,2-n.HCl enthaltend®, suspendiert und unter 6fterem Um- 
schiitteln 24 Stdn. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Der abgesaugte und 
getrocknete Riickstand wurde in 21 frischem, salzsiurehaltigem Methanol zer- 
schiittelt, nach 24-stdg. Stehenlassen abgesaugt und der Rest verworfen. Die ver- 
einigten Filtrate wurden mit dem 3-fachen Vol. wasserfreiem Ather versetzt und 
nach Stehenlassen iiber Nacht im Kihlraum das Clupeinmethylester-hydrochlorid 
abgesaugt. Das Rohprodukt wurde in 3,5 1 0,2-n.salzsaurem, wasserfreiem Methanol 
gelost und wieder mit dem 3-fachen Vol. wasserfreiem Ather ausgefallt. Nach dem 
Trocknen im Vakuumexsiccator iiber Phosphorpentoxyd wog das rein weiBe, 
lockere Pulver 21 g. 

Analysen: Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl, das Arginin (nach Hydro- 
lyse) mit der Flaviansiuremethode bestimmt. 35,10 mg Clupeinmethylester-hydro- 
chlorid wurden in der Trockenpistole iiber P,O; im Hochvakuum getrocknet bis 
zur Gewichtskonstanz. Riickwaage: 33,80 mg = 3,7% Feuchtigkeitsgehalt. Ge- 
samt-N:; 23,62, 23,62, 23,704 (bez. auf korr. Trockensubstanz); formoltitrierbarer 
N: 2,09%. Arginin-N: je 28,0 mg Clupeinhydrolysat-N ergaben 220,62, 219,56, 
220,96 mg Argininflavianat — 25,3 mg Arginin-N (Mittelwert), d.h. 90,02% 
Arginin-N vom Gesamt-N. Cl: 45,880, 50,280 mg Clupeinmethylester-hydro- 
phy (bei 60° im Vak. getrocknet) verbr. 1,08, 1,98 cem 0,1-n.AgNO, = 13,91, 
3,96% Cl. 


* Wir verdanken die Frischware der Freundlichkeit von Herrn Dr. F. Lind- 
ner, Biochem, Abtlg. der Farbwerke Hochst. 
[ 7 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. H.M. Rauen, diese Z. 286, 67 
1950]. 

8 Vgl. G. Zimmer, Diss. Frankfurt a. M. 1950. 

® L. Michaelis, Biochem. Z. 284, 139 [1931]. 
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750 g gefrorene Heringstestikel wurden bei Zimmertemperatur aufgetaut, 
durch die Flieischmaschine gedreht und in 31 dest. Wasser suspendiert. Nach 
Kolieren durch 5 Lagen Gaze wurde mit 200 ccm Eisessig versetzt, 1 Stde. im 
Kihlraum stehengelassen und die Spermienképfe abzentrifugiert. Die Masse wurde 
2-mal mit je 11 1-proz. Essigsiure gewaschen, der Riickstand in 900 cem Wasser 
suspendiert und nun, wie unter Anm.’ beschrieben, weiter verarbeitet. Ausbeute — 
an rohem Clupeinpikrat 30 g, an reinem Clupeinmethylester-hydrochlorid 


3,6 g. 

Analysen: Gesamt-N: 23,70, 23,70, 23,70°% (bez. auf korr. Trockensubstanz) ; 
formoltitrierbarer N: 1,99%, Arginin-N: je 19,88 mg Hydrolysat-N ergaben 
154,99, 155,59, 155,78 mg Argininflavianat = 17,87 mg Arginin-N (Mittelwert) — 
89,9% Arginin-N vom Gesamt-N. 


Elektrophorese 


a) In der Apparatur nach Antweiler. Die Kiivette wurde durch Lei- 
tungswasser auf +12°C gekihlt. Wir verwandten den Veronal-Natriumacetat- 
puffer nach Michaelis® im pq-Bereich 3—9, dessen Ionenstérke durch Kochsalz- 
zusatz in einigen Versuchen erhéht wurde. Die in Abb. 1 wiedergegebenen Kurven 
wurden mit einer 1-proz. Lésung von Clupeinmethylester-hydrochlorid in Michaelis- 
puffer, pq 3,9 der Ionenstirke u = 0,30(a), 0,46(b) und 0,98(c) bei einer Strom- 
starke von 2,7 mA und einer Laufzeit von 57 Min. erhalten. Im pg-Bereich 3—9 
und den Ionenstarken 0,15 (im sauren Gebiet) bzw. 0,10 (im alkalischen Gebiet) 
wurden praktisch keine Unterschiede in den Trennbarkeiten erreicht (0,7 mA, 
30 Min.). Zusatz von Glycerin zur Erhéhung der Viscositaét verbesserte die Auf- 
trennung nicht. ~ 

b) Papierelektrophorese. Ein 30cm langer und 4cm breiter Streifen 
von Filtrierpapier (Schleicher & Schiill, Nr. 1101) tauchte an beiden Enden in 
groBe Petrischalen, die je 100 ccm Michaelispuffer, pq 3,9, der Ionenstarke wu = 
0,98 enthielten. Das Mittelstiick wurde in einer feuchten Kammer aus Pertinax 
gehalten. In die beiden Petrischalen tauchten Glasréhren, die unten mit Tonstaben 
verschlossen waren und in Pufferlésung Batteriekohlenstifte als Stromzufiihrung 
enthielten. Bei 290 Volt Gleichspannung (aus einem Glimmlampen-stabilisierten- 
Réhrengleichrichter) und bei 8,0 mA betrug die Laufzeit 5 Stdn. Das Clupein 
wurde als 5-proz. waBrige Lésung in Form eines schmalen Streifens auf der ano- 
dischen Seite aufgesetzt und antrocknen lassen, worauf der Papierstreifen mit 
Hilfe eines Wattebausches mit der Puffermischung getrinkt wurde. Nach Been- 
digung der Elektrophorese wurde das Papier getrocknet und querseits in eine 
0,1-proz. alkoholische Lésung von Pikrinsdure gestellt, wobei sich ein Retentio- 
gramm!° ergab, wie es in Abb. 2 als Beispiel wiedergegeben ist. 


Zusammenfassung 


Clupein erwies sich auf Grund elektrophoretischer Untersuchungen 
in der Antweilerschen Apparatur und im Papierelektropherogramm 
als uneinheitlich; es wandert zwischen p, 3,8 und 8,9 kathodisch. 

10 Vogl. Th. Wieland u. L. Wirth, Angew. Chem. 62, 437 [1950]; 68, 171 
[1951]. 
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